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Capitolo 1- Introduzione

Cenni storici

C.Dravet nel 1978 a Marsiglia per prima descrisse la Sindrome di Dravet, conosciuta anche come
Epilessia Mioclonica Severa dell'lnfanzia (SMEI), quando identifico un gruppo di bambini con
episodi critici ad ad esordio in eta infantile, con uno sviluppo psicomotorio precoce nella norma e
un grave decorso caratterizzato da episodi critici ricorrenti, di diversa semeiologia, con presenza
per la maggioranza dei bambini di crisi miocloniche. Per tutti i bambini descritti veniva riportato un
importante deterioramento cognitivo (Dravet, 1978).

C.Dravet osservo che tali bambini potevano essere soggetti a episodi di “stati epilettici” scatenati
dall'iperpiressia e potevano essere facilmente distinti dai bambini affetti da altre forme di epilessia
generalizzata sintomatica, come ad es. la Sindrome di Lennox-Gastaut. Infine osservo che circa il
50% della sua casistica presentava una familiarita per convulsioni febbrili o epilessia.

Negli anni successivi alcuni autori descrissero casi simili in Europa e in Giappone (Dalla
Bernardina et al 1982; Ogino 1986); furono pertanto presentati i primi 42 casi diagnosticati a
Marsiglia in occasione del Congresso Internazionale di Epilessia di Kyoto del 1981 (Dravet et al
1982). Studi seguenti chiarirono che le crisi miocloniche potevano essere del tutto assenti o
rappresentare una minoranza rispetto agli altri tipi di crisi (Ogino 1989, Dravet 1992); apparve
chiaro inoltre che I'epilessia non era limitata all'infanzia e alladolescenza ma persisteva nella vita
adulta. Nel 1989 la Task-Force della ILAE propose l'uso dell'eponimo “ Dravet syndrome”
(Commission on Classification and Terminology of the International League Against Epilepsy,
1989) per differenziarla rispetto alle sindromi in cui le crisi miocloniche erano prevalenti.

Secondo la Classificazione della ILAE (1989) i criteri diagnostici della Sindrome di Dravet sono i
seguenti:

- alta incidenza di familiarita per epilessia o convulsioni febbrili.

- crisi febbrili e afebbrili generalizzate e unilaterali, cloniche o tonico-cloniche, che occorrono nel
primo anno di vita in un bambino con sviluppo psicomotorio nella norma fino all’esordio delle crisi,
a cui successivamente si associano mioclonie, assenze atipiche e crisi parziali.

- normalita allo stadio iniziale del tracciato elettroencefalografico, che usualmente non mostra
scariche parossistiche, con successiva comparsa di punte onda generalizzate e polipunte onda e
anomalie focali; pud comparire precocemente fotosensibilita.

- sviluppo psicomotorio inizialmente nella norma, con evidenza di ritardo a partire dal secondo
anno di vita, con associate alterazioni di tipo neurologico quali atassia, segni piramidali e mioclono
intercritico.

- farmacoresistenza delle crisi.

Secondo la classificazione proposta dall’ ILAE (Engel 2001) la Sindrome di Dravet &€ considerata

“un’encefalopatia epilettica”, intendendo con tale espressione una condizione in cui le stesse



anomalie epilettiformi sono rilevanti nel contribuire al progressivo deterioramento delle funzioni
cerebrali. Tale concetto fa riferimento alla farmacoresistenza delle crisi, all'arresto delle
acquisizioni o al deterioramento cognitivo, alle anomalie neurologiche e al decorso progressivo
della sindrome. Tale espressione viene usata parimenti in riferimento alla Sindrome di West e alla
Sindrome di Lennox-Gastaut.

Nel 1997 il gruppo di Berkovic descriveva una forma di epilessia familiare apparentemente non
collegata definita “epilessia generalizzata con convulsioni febbrili plus” (GEFS+) (Scheffer et al
1997). In tale forma di epilessia, all'interno della stessa famiglia, vari membri presentavano episodi
critici di differente semeiologia e di severita marcatamente differente I'uno dall’altro. Veniva inoltre
descritta una predisposizione a presentare crisi in febbre, sebbene tale suscettibilita non era
universale. Il fenotipo piu lieve e piu comune nelle famiglie GEFS+ era costituito dalle convulsioni
febbrili classiche, tuttavia venivano descritte anche delle “convulsioni febbrili plus” in cui
I'occorrenza delle convulsioni febbrili superava I'eta tipica dei 5 anni di eta e potevano manifestarsi
anche in apiressia. Tali convulsioni febbrili plus usualmente non si presentavano oltre il decimo
anno di eta ma eccezionalmente potevano presentarsi anche in eta adulta. Il fenotipo GEFS+
presentava severitd e complessita variabili cosi che alcuni soggetti potevano presentare in
associazione alle convulsioni febbrili classiche o plus o, in modo esclusivo, degli episodi
caratterizzati da crisi a tipo assenza, crisi miocloniche, crisi atoniche.

GEFS+ e comunque generalmente associato con un eccellente outcome neurologico e non
determina un aumentato rischio di presentare ulteriori episodi critici per la maggioranza dei
soggetti affetti. Inizialmente il gruppo di Berkovic identifico come fenotipo piu severo nell’ambito
dell'epilessia GEFS+, una forma di epilessia, definita “Mioclono-Astatica” e descritta da Doose
(21970). Studi successivi disconfermarono tale ipotesi iniziale e lo stesso gruppo di Berkovic nel
2001 rivolse lattenzione verso i soggetti affetti dalla Sindrome di Dravet, identificando delle
caratteristiche coerenti con lo spettro dell’epilessia GEFS+ e ipotizzando pertanto che gli stessi
geni potessero essere coinvolti nel contribuire al fenotipo della DS, almeno in alcuni casi. Nel
1998 il gruppo di Berkovic identifico il primo gene eziopatologicamente coinvolto in GEFS+,
descrivendo in una famiglia numerosa con fenotipo GEFS+, una mutazione in SCN1B, codificante
per la sub-unita beta del canale del sodio voltaggio dipendente e sito sul braccio lungo del
cromosoma 19 (19q 13.1) (Wallace et al 1998). Nel 2000, Escayg identifico in 2 famiglie con
fenotipo GEFS+ una mutazione in SCN1A, codificante per la su-unita alfal del canale del sodio e
sito sul braccio lungo del cromosoma 2 (2q 21-q 33)(Escayg 2000).

Partendo dalla considerazione che i bambini affetti dalla DS presentavano una importante
suscettibilita a presentare crisi in iperpiressia, il gruppo belga guidato da Claes studid 7 bambini
affetti dalla DS allo scopo di ricercare delle mutazioni in SCN1A. Vennero in tale occasione
identificate mutazioni in ogni caso studiato e in ognuno di essi la mutazione era de novo (Claes

2001). Questo dato mise in luce una importante discrepanza tra la familiarita per crisi, descritta nei



soggetti affetti da DS fino al 50% dei casi affetti e la scoperta, d'altro canto, di mutazioni SCN1A de
novo in una significativa proporzione di pazienti.

Attualmente & chiaro che le mutazioni de novo occorrono nel 95% dei soggetti affetti e, in modo
significativo, il 5% dei soggetti mostrano mutazioni familiari in cui i rispettivi soggetti affetti
presentano un fenotipo lieve, che, in modo verosimile potrebbe rientrare nello spettro GEFS+.
Questi ultimi dati di genetica molecolare oggettivano dal punto di vista scientifico la prima,
originale, osservazione clinica di un’unica origine genetica dello spettro GEFS+ e Sindrome di
Dravet. (Scheffer 2009).

Al momento attuale, vari autori considerano la Sindrome di Dravet come un modello di Canalopatia
epilettogena. Si cita a tal proposito I'importante modifica eseguita nel contesto dell'ultima
Classificazione dell’ ILAE del 2010 (Berg et al), che ha apportato, rispetto alla precedente, alcune
modificazioni di tipo terminologico e concettuale. In particolare [I'espressione “idiopatico-
probabilmente genetico” & stata sostituita con il termine “genetico”, facendo riferimento a quelle
condizioni in cui il difetto genetico contribuisca in modo diretto all’epilessia, le crisi rappresentino il
sintomo principale della patologia e che il contributo genetico possa derivare da specifici studi di
genetica molecolare e persino diventare la base di test diagnostici.

A tal proposito € stato fatto specifico riferimento alla Sindrome di Dravet e alla sua associazione a
mutazioni del gene codificante la sub-unita alfal del canale del sodio (SCN1A). Questo esempio e
di fondamentale importanza in considerazione del fatto che in passato I'epilessia mioclonica

severa dell'infanzia era classificata fra le forme sintomatiche

Dati epidemiologici

Successivamente alle prime descrizioni del 1978, la Sindrome di Dravet & stata riconosciuta in
modo crescente in tutto il mondo, tuttavia pud essere complessivamente considerata una patologia
rara, con una incidenza variabile secondo i dati riportati in letteratura ma probabilmente inferiore a
1/20.000-1/30.000 (Yakoub 1992) fino a 1/40.000 sulla popolazione generale (Hurst, 1990).

I maschi sono piu frequentemente affetti rispetto alle femmine (2:1). Fra i pazienti affetti da
epilessia, l'incidenza della DS é fra il 3-5% nel primo anno di vita e il 7% dall’eta di 3 anni (Wolff
2006).

Familiarita

E’ riportata una familiarita per convulsioni febbrili o per epilessia, che, a seconda degli autori,
oscilla dal 25% al 64% dei casi (Benlounis et al., 2001; Dravet et al., 1992; Hurst, 1987; Scheffer,
2003), sono stati segnalati coppie di gemelli monozigoti affetti (Fujiwara et al., 1990; Veggiotti et
al., 2001).

Sono stati riportati casi in fratelli appartenenti a famiglie con epilessia generalizzata con
convulsioni febbrili (GEFS+).



Antecedenti personali e comorbilita

| bambini affetti non presentano classicamente un’anamnesi patologica remota significativa,
tuttavia in letteratura sono stati riportati antecedenti piu 0 meno significativi, in epoca pre-perinatale
0 successivamente, nel 22-40% dei pazienti. In particolare vengono riportati: ritardo di crescita
intrauterino, polidramnios, gestosi gravidica e distress respiratorio neonatale (Dravet et al., 1992;
Ragona et al., 2010). In rari casi sono state inoltre riportate patologie associate quali
Neurofibromatosi tipo | (Dravet et al., 2005), difetti cardiaci congeniti in 2 soggetti, deficit

dell'ormone della crescita e emofilia in 1 soggetto (Guerrini).

Semeiologia delle crisi all'esordio

L'esordio della DS avviene durante il primo anno di vita in un bambino sano, si presenta con un
episodio convulsivo, legato o0 meno a un episodio febbrile o a una vaccinazione. Tutti gli autori
indicano come eta di inizio tra i 5 e gli 8 mesi. E’ stato eccezionalmente riportato un inizio dopo
'anno (Kearney et al., 2006). La prima crisi & tipicamente clonica, generalizzata o unilaterale,
favorita dall'iperpiressia e piu lunga che un semplice episodio convulsivo febbrile. Alcuni autori
giapponesi (Ogino et al., 1989; Fujiwara et al., 1990) hanno riportato come effetto trigger
limmersione nellacqua calda che comporta un’elevazione della temperatura corporea. Ad ogni
modo e’ stata riportata in letteratura una certa variabilita nella modalita di esordio delle crisi, per cui
episodi convulsivi possono occorrere in apiressia dal 28%(Ohki et al., 1997) al 61% (Ragona et al.,
2010), con la possibilita di presentarsi nel contesto di una vaccinazione o di un episodio infettivo.
Tali crisi, con o senza febbre, tendono ad essere prolungate, con una durata superiore ai 20
minuti, con una frequenza variabile dal 25(Dravet et al., 2005) al 49% (Ragona et al., 2010) dei
casi in relazione ai dati di letteratura, con la possibilitd di evolvere in uno stato epilettico. | primi
episodi possono essere focali. In alcuni soggetti possono essere notati alcune settimane o alcuni
giorni prima del primo episodio convulsivo, degli episodi isolati di mioclonie agli arti.

La prima crisi viene spesso interpretata come una semplice convulsione febbrile o come una crisi
accidentale, di norma vengono eseguiti accertamenti di base, che risultano negativi, e non viene
prescritta alcuna terapia farmacologica. Tuttavia, da li a poco tempo (da qualche settimana a un
paio di mesi circa) si verificano altri episodi critici sia in iperpiressia che in apiressia. Nel periodo
tra il primo anno di vita e i 4 anni di eta possono presentarsi altre tipologie di crisi, fino al graduale

raggiungimento di un quadro clinico stazionario.

Semeiologia delle crisi allo “steady-state”

| soggetti affetti da DS presentano, nel contesto del quadro clinico stabilizzato e ben definito,
episodi critici di diversa semeiologia:

- crisi convulsive consistenti in crisi cloniche generalizzate, crisi tonico-cloniche generalizzate, crisi

cloniche unilaterali



- crisi miocloniche

- assenze atipiche

- stati di male non convulsivi generalizzati

- crisi focali con 0 senza secondaria generalizzazione

- crisi toniche

Crisi convulsive

Le crisi convulsive, generalizzate o unilaterali, sono presenti in tutti i pazienti. Attraverso la
registrazione elettroencefalografica e I'uso della poligrafia, & stato possibile dimostrare che la
maggioranza delle crisi non si manifestano dall'inizio come generalizzate, ma piu frequentemente
presentano un esordio focale, anche di hon semplice osservazione, o piuttosto si presentano in
modo “instabile” da un emisfero al controlaterale (Dravet 2011). Le crisi unilaterali sono le piu
caratteristiche. Nei pazienti di piu tenera eta si tratta piu frequentemente di crisi miocloniche
(Gastaut et al., 1974), con tendenza ad evolvere in “stato”.

Nei pazienti piu grandi gli episodi sono invece di durata piu breve, in associazione con
cambiamenti del tono muscolare controlaterale. In ogni caso sono ravvisabili alla registrazione
elettroencefalografica delle asimmetrie post critiche al tracciato e spesso € presente una emiparesi
transitoria post critica. Gli episodi possono presentarsi in tempi successivi dapprima in un emilato e
successivamente nell’'altro nello stesso paziente e tale pattern alternante rappresenta un indizio
per la diagnosi di DS. Tali crisi possono, come gia precedentemente indicato, essere prolungate o
ripetute, realizzando uno stato epilettico fino a richiedere in taluni casi la somministrazione di

terapia e.v. e spesso di assistenza respiratoria.

Crisi miocloniche

Le crisi miocloniche si rendono manifeste nei primi 5 anni di eta del paziente, in modo prevalente
allanno e 5 mesi di eta. Possono essere massive, coinvolgere ogni parte del corpo, in particolar
modo la muscolatura assiale. La loro intensita & variabile, comportando da una parte la possibilita
che il bambino possa lanciare degli oggetti che eventualmente tiene in mano, dall’altra parte la
possibilita che passino invece inosservati, proprio per la minima intensita. In questi ultimi casi é
possibile per es. che venga coinvolta solo la muscolatura assiale della testa e del tronco,
presentando una componente atonica, con dei piccoli movimenti in avanti o indietro, descrivendo
come un “head nodding”. Tali mioclonie possono essere isolate o in grappoli e si presentano con
una frequenza molto elevata, occorrendo classicamente in modo pluriquotidiano, alcune volte in
modo incessante. Al contrario, in alcuni bambini vengono osservati solo al risveglio o in un lasso di
tempo variabile (da minuti a ore) che precede una crisi convulsiva. Le mioclonie si manifestano
molto frequentemente all'addormentamento mentre scompaiono durante il sonno a onde lente. La

variazione dell'intensita della luce, la stimolazione fotica intermittente, la chiusura oculare sono



fattori precipitanti (Dravet 2011). Non sembrano essere associate a modificazione dello stato di
coscienza, salvo nei casi in cui le crisi miocloniche si verifichino in intervalli di tempo brevi 'una
dall'altra o quando durino un certo lasso di tempo (fino a 107).

In letteratura sono rari gli stati mioclonici, sebbene siano comunque stati descritti (Dalla Bernardina
et al., 1987; Yakoub et al., 1992).

Definizione di mioclono

Il termine mioclono si applica in senso neurofisiologico a diversi fenomeni, determinati da varie
cause e caratterizzati da movimenti muscolari involontari, che sono piu spesso dovuti a attivazione
sincrona di muscoli antagonisti (Patel e Jankovic, 1988). Esso pu0 derivare o da un'anomala
attivazione muscolare in forma di brevi bursts rilevabili all’elettromiografia (mioclono positivo), o piu
raramente, da una breve interruzione di un’attivitd muscolare in corso (mioclono negativo).
L'associazione tra il mioclono e I'epilessia € stata ipotizzata per la prima volta nel 1846 da Dubini
(Dubini et al 1846), il quale defini i movimenti muscolari involontari di una casistica di pazienti, con
differenti condizioni, “corea elettrica”. Successivamente Muskens (1928) evidenzid un nesso
nosologico associativo fra il mioclono e I'epilessia e conio I'espressione “frammenti di epilessia”
per descrivere le scosse miocloniche dei pazienti epilettici. Da allora sono state riportate molte
altre condizioni nelle quali il mioclono rappresenta un sintomo significativo, permettendo una
classificazione eziologia del mioclono (Marsden, 1982):

- mioclono fisiologico (correlato al sonno, al singhiozzo e indotto dall’ ansia o dall’ esercizio)

- mioclono essenziale (in assenza di altri segni neurologici)

- mioclono epilettico (condizioni nelle quali I'elemento predominante € rappresentato

dall'epilessia)
- mioclono sintomatico (condizioni nelle quali I'elemento predominante e rappresentato
dall'encefalopatia).

Alcuni autori definiscono mioclono di natura epilettica come cio che si verifica nel contesto di una
epilessia e presenta una punta epilettica come caratteristica neurofisiologica correlata (Patel e
Jankovic, 1988). Altri autori usano questa definizione ogni qualvolta si ipotizzi che un cambiamento
di depolarizzazione parossistica sia il meccanismo fisiologico alla base, indipendentemente da
guale gruppo di neuroni (corticali o sottocorticali) sia primitivamente coinvolto (Hallett 1985), e vi
sia la possibilita di dimostrare una soppressione temporale elettroencefalografica correlata.
In ultimo e stato recentemente proposto di definire mioclono ogni manifestazione elettroclinica
elementare, di natura epilettica, che coinvolga neuroni discendenti in cui un’amplificazione spaziale
(da diffusione) o temporale (ripetizione auto-sostenuta) possa scatenare un’attivita epilettica
(Guerrini 2002a). Il mioclono epilettico include il mioclono corticale positivo e negativo, il mioclono
talamo-corticale e il mioclono reticolare (Guerrini, 2002). Clinicamente il mioclono epilettico puo

essere positivo e negativo.



A seconda della sua distribuzione, il mioclono puo essere classificato come focale, multifocale o
generalizzato (Hallett 1985). Le crisi miocloniche generalizzate mostrano caratteristiche
elettrocliniche in cui vi & corrispondenza tra I'attivita epilettica registrata all’elettroencefalogramma
e le mioclonie muscolari. Il mioclono multifocale, d'altro canto pud manifestarsi anche come
fenomeno intercritico, non accompagnato da alcuna evidenza di un meccanismo epilettogeno
sottostante (come accade ad es. nella Sindrome di Dravet) o nel contesto di episodi di stato
epilettico mioclonico, con riduzione dello stato di coscienza (come accade nel contesto della
Sindrome di Dravet e nell'epilessia mioclono-astatica).
Dal punto di vista neurofisiologico le caratteristiche del mioclono sono le seguenti (Guerrini, 2002):
- la durata del burst all’elettromiografia & fra 10 e 100 msec
- la durata all’elettromiografia del periodo silente del mioclono negativo é fra 50 e 400 msec
- e presente sincronismo del burst o del periodo silente all'elettromiografia del muscolo antagonista
- & presente un correlato elettroencefalografico rilevabile da una registrazione routinaria o tramite
tecnica di averaging.
L'elettroencefalogramma correlato al mioclono epilettico generalizzato & caratterizzato da una
scarica generalizzata di punte onda o polipunte onda. C'e usualmente una corrispondenza
temporale fra la componente puntuta e la scarica mioclonica e fra la successiva onda lenta e |l
periodo silente post critico. Quest’ultimo dura dai 200 ai 400ms ed e usualmente proporzionale alla
durata delle scosse miocloniche. In alcune occasioni la mioclonia &€ seguita da una contrazione
tonica dei muscoli coinvolti (Gastaut e Tassinari 1975). Il mioclono epilettico generalizzato puo
essere spontaneo o0 evocato da una stimolazione sensoriale come il tapping, lo stiramento
muscolare o la stimolazione fotica. Il tracciato elettroencefalografico correlato a un mioclono
multifocale che accompagna uno stato mioclonico € meno chiaro e potrebbe emergere solo dopo
uno studio back averaging (Guerrini 2002a).

Bach-averaging del segnale poligrafico
Le tecniche di back-averaging, applicate all’analisi dei segnali poligrafici, sono state introdotte
principalmente allo scopo di identificare eventuali potenziali elettrici cerebrali associati a un
movimento involontario e per studiarne sia la correlazione temporale sia la distribuzione
topografica sullo scalpo. La prima descrizione di una correlazione temporale fra un’anomalia
elettroencefalografica parossistica e una contrazione mioclonica risale a Grinker (1938).
Successivamente Dawson (1946), rivalutando tali studi, riconosceva che, sebbene i due fenomeni
(anomalia elettroencefalografica e contrazione mioclonica) apparissero strettamente correlati, il
loro esatto rapporto temporale non poteva essere determinato. Shibasaki e Kuroiwa (1975)
introdussero una metodologia che, basandosi sulla tecnica di sommazione di segnali
neurofisiologici, introdotta da Dawson (1954), rendeva possibile identificare l'esistenza di un
evento corticale associato a un fenomeno muscolare, determinandone la distribuzione spaziale

sullo scalpo e permettendo cosi di stabilire i rapporti temporali tra i due eventi.



Tali tecniche vennero denominate metodiche di “bach-averaging” o “jerk-loched averaging”, in
quanto utilizzavano come evento trigger per la procedura di sommazione o averaging dell’attivita
elettroencefalografica correlata, il potenziale muscolare associato a una mioclonia positiva
(myoclonic-jerk). Il principio fondamentale su cui si basano le tecniche di bach-averaging
dell'attivita elettroencefalografica “triggerata” da un evento muscolare € che I'attivita elettrica non
correlata con il fenomeno muscolare si annulla progressivamente fino ad approssimarsi a zero con
il processo di averaging. Al contrario, le attivita elettriche cerebrali correlate al fenomeno
muscolare si sommano a una latenza costante e appariranno pertanto, dopo il processo di
averaging, come un segnale ben definito, distinto dall’attivita di fondo.

Requisito di estrema importanza, perché il fenomeno muscolare possa fungere da “trigger”, cioe
da evento temporale utilizzabile per eseguire al procedura di sommazione o averaging € che tale
fenomeno abbia un esordio rapido e ben definito. Pertanto, i disturbi motori che presentano
elettivamente tali caratteristiche e che piu estensivamente sono stati indagati con le procedure di
bach-averaging sono i fenomeni mioclonici.

Le tecniche di bach-averaging per lo studio del mioclono richiedono la registrazione simultanea dei
segnali elettroencefalografici ed elettromiografici. L'attivita EEG viene registrata utilizzando
elettrodi impiegati per le registrazioni elettroencefalografiche di routine, di norma vengono in
particolare posizionati elettrodi al vertice e sulle regioni centrali dello scalpo, contro e ipsilaterali
rispetto al lato dell’evento motorio oggetto dello studio. L'attivita elettromiografica viene registrata
ponendo due elettrodi a 2-3 cm di distanza 'uno dall’altro sul ventre del muscolo che presenta il
fenomeno motorio da studiare. Nel caso del fenomeno mioclonico € necessario registrare I'attivita

muscolare anche sul muscolo antagonista.

Crisi a tipo assenze atipiche

Le crisi a tipo assenze atipiche, nella SD, vengono riportate in letteratura fra 4 mesi di eta e i 6
anni (Ohki et al., 1997), in associazione con le crisi miocloniche, o piu tardivamente, fino ai 12
anni. La loro durata varia fra i 3 e i 10 secondi. Sono caratterizzate da una riduzione dello stato di
coscienza, che si presenta in modo isolato o accompagnato da una componente mioclonica piu o
meno manifesta, come ad es. una rapida mioclonia palpebrale, realizzando un “eye fluttering”, o da
mioclonie del capo, mimando il gesto come di annuire o da mioclonie della fronte.

Quando la componente mioclonica si presenta con una intensita piu marcata, risulta piu difficile
differenziare le assenze atipiche dalle crisi miocloniche propriamente dette. Si ipotizza infatti che
tali fenomeni possano rappresentare infatti I'espressione del medesimo processo epilettogeno,

sebbene di differente intensita e durata.
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Stato di male non convulsivo generalizzato

Lo stato di male non convulsivo generalizzato rappresenta un sintomo relativamente caratteristico
(Dravet 2011) ed é stato riportato in numerosi studi (40%, Dalla Bernardina et al.1987; 30%,
Dravet et al., 2005). Esso consiste nella riduzione dello stato di coscienza, variabile per intensita,
con associate mioclonie frammentarie, segmentarie, erratiche, di grande ampiezza, che possono
coinvolgere gli arti e il volto, in alcune occasioni associate a un leggero aumento del tono
muscolare. In modo variabile a seconda anche del grado di compromissione dello stato di
coscienza, i pazienti possono reagire 0 meno agli stimoli proposti e possono eseguire delle attivita
semplici (manipolazione di oggetti, mangiare), interrotti tuttavia da brevi episodi di completa perdita
di coscienza e staring. Le stimolazioni sensoriali dolorose possono interrompere lo status, ma mai
stopparlo in modo definitivo. Alcuni episodi possono durare diverse ore o anche alcuni giorni,
mantenuti da stimolazioni luminose ambientali, dalla chiusura oculare, dalla fissazione di pattern
visivi (schermo luminoso della TV, linee tratteggiate sulle pareti e cosi via). Le crisi convulsive

possono presentarsi all'inizio, nel corso o al termine di questo “stato”.

Crisi focali

Le crisi focali sono caratterizzate da crisi motorie 0 a piu complessa semeiologia, includendo
sintomatologia prevalentemente di tipo autonomico. Tali crisi occorrono in un lasso di tempo che
intercorre tra i 4 mesi e i 4 anni di eta, fra il 43 il 78% dei pazienti secondo alcuni lavori riportati in
letteratura (Oguni et al., 2001; Dravet et al., 2005; Ragona et al., 2010). Le crisi focali possono
presentarsi sia come crisi versive sia come crisi cloniche limitate a un arto o all'emivolto o una
combinazione di entrambe le possibilitd. (Dravet 2011). Altre crisi focali sono caratterizzate da
perdita di coscienza, fenomenologia autonomica (pallore, cianosi, sudorazione profusa, scialorrea,
cambiamento della respirazione), automatismi orali, ipotonia, raramente rigidita, qualche volta
mioclonie palpebrali o distali. Quando la sintomatologia € moderata € difficile distinguere gli episodi
critici con tale semeiologia dalle assenze atipiche in assenza di una concomitante registrazione
elettroencefalografica. Tali crisi si manifestano in pazienti che presentano uno o piu focolai
epilettogeni, nelle aree cerebrali frontali e posteriori. Le crisi focali possono secondariamente

generalizzare.

Crisi toniche

Le crisi toniche sono rare in questa Sindrome. Esse presentano una semeiologia simile alla
componente tonica assiale delle crisi tipiche della Sindrome di Lennox-Gastaut, qualche volta
associate a una componente mioclonica. Avvengono classicamente con una frequenza sporadica,
sebbene siano stati riportati in letteratura dei casi che presentavano ripetute crisi toniche, come

accade nella Sindrome di Lennox-Gastaut (Dravet, 2011).
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Crisi riflesse
Sensibilita all'incremento della temperatura corporea
In molti dei pazienti con DS & possibile osservare crisi indotte da differenti modalita di stimolazione
sensoriale. La condizione piu frequente € costituita da un incremento della sensibilita indotto
dall’aumento della temperatura corporea. E ben noto infatti che la febbre pud con una frequenza
molto elevata, scatenare gli episodi critici. Non soltanto la febbre ma anche le immersioni in acqua
calda, o l'intensa attivita fisica, specie in mare, possono scatenare le crisi. In tali casi le crisi piu
frequenti sono caratterizzate o da attacchi mioclonici ricorrenti, che in alcuni casi possono
culminare in una crisi convulsiva, o da una crisi convulsiva propriamente detta sin dall’inizio.
Fotosensibilita e pattern di sensibilita
Secondo i dati della letteratura (Bureau 2011) un significativo numero di soggetti mostra una
peculiare fotosensibilita o pattern di sensibilita, che si manifesta fra i 9 mesi e i 9 anni di eta. La
stimolazione fotica e i pattern di stimolazione possono indurre differenti tipologie di crisi:

- Mioclonie piu frequentemente isolate, o se lo stimolo persiste, ricorrenti, associate con
scariche elettroencefalografiche di punte onda. Tali manifestazioni possono interrompersi
spontaneamente o possono culminare in una crisi convulsiva generalizzata.

- Crisi generalizzate cloniche associate alla improvvisa comparsa al tracciato
elettroencefalografico di scariche diffuse di punte onda rapide. In un caso osservato da
C.Dravet (Dravet 2005b) una crisi unilaterale era stata provocata da un pattern di
stimolazione visiva.

- Crisi parziali complesse, associate a scariche di punte onda o polipunte relative a un
emisfero o piu localizzate.

Tutti i pattern critici sopra descritti possono essere osservati anche nello stesso paziente.

| pattern di stimolazione generalmente inducono mioclonie massive e se lo stimolo persiste
possono culminare in una crisi convulsiva. Infine, soggetti che presentano una fotosensibilita
importante e/o un pattern di sensibilitd, frequentemente presentano una peculiare tendenza
all'auto-stimolazione, con ammiccamenti ripetitivi mentre fissano una fonte luminosa o un pattern.
Assenze fotogeniche auto-indotte e/o mioclonie sono state descritte per la prima volta da
Takahashi (1995). Come gia era stato osservato in precedenza (Dalla Bernardina, 1987) una
fotosensibilitd importante e/o un pattern di sensibilita & associato molto frequentemente a crisi
miocloniche che generalmente hanno un valore prognostico negativo relativamente all'outcome a

lungo termine.
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Altro
Secondo la letteratura infine, sono stati descritti altri episodi, la cui semeiologia potrebbe rievocare
una natura di tipo epilettico, ma non sono stati pit accuratamente definiti perché difficili da

classificare (Dravet 2011).

Caratteristiche elettroencefalografiche

In letteratura non vengono riportate caratteristiche elettroencefalografiche intercritiche peculiari
della Sindrome di Dravet e le crisi sono molto differenti e polimorfe, anche in relazione all’eta del
soggetto affetto e probabilmente anche in relazione alla variabilita individuale. Tuttavia le
caratteristiche elettroencefalografiche di tipo intercritico e critico si modificano progressivamente
con l'evoluzione del tempo ed é questa progressiva modificazione che spesso suggerisce la

diagnosi.

Elettroencefalogramma intercritico

All'esordio

Prima del termine del primo anno di vita, in veglia e alladdormentamento, I'attivita di fondo e
descritta nella norma. (Bureau 2011), tuttavia in letteratura sono descritti alcuni casi in cui é
presente un’attivita di tipo theta (4-5 Hz) sulle regioni rolandiche e sul vertice (Dalla Bernardina et
al.,1982; Hurst, 1987; Giovanardi-Rossi et al., 1991). Alla fine del primo anno di vita questa
peculiare attivita theta & presente in molti soggetti affetti da DS e persiste nel corso del follow-up
(Ohki et al., 1997).

Durante il sonno il tracciato elettroencefalografico mostra una normale organizzazione, con pattern
fisiologici per l'eta. Secondo i dati riportati in letteratura raramente sono osservate anomalie
epilettiformi sia durante 'addormentamento che il sonno (Oguni et al., 2001; Dravet et al., 2005a);
tuttavia in alcuni casi sono state riportate brevi scariche diffuse di punte-onda (Bureau 2011).
Infine, approssimativamente nel 25% dei soggetti affetti da DS, il tracciato elettroencefalografico
mostra una scarica generalizzata di punte-onda successivamente alla stimolazione fotica
intermittente (Dalla Bernardina et al.,1982; Dravet et al., 1992).

Allo “steady-state”

Fra il secondo e il quinto anno di vita il tracciato elettroencefalografico si modifica, mostrando un
progressivo incremento delle anomalie parossistiche. Durante la veglia I'attivita di fondo resta nella
norma nel 50% dei soggetti affetti 0 mostra un lievissimo rallentamento. Nei restanti casi I'attivita di
fondo si rallenta e diviene poco organizzata. Il rallentamento dell'attivita di fondo € fluttuante,
probabilmente perché e causato dalla frequenza, dall'intensita e dalla durata dei differenti tipi di
crisi e dai differenti trattamenti farmacologici.

Una precisa valutazione della reale incidenza e della frequenza delle anomalie parossistiche

elettroencefalografiche puo dipendere anche dal numero e dalla durata delle registrazioni eseguite,
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poiché la presenza dei parossismi puo variare in accordo a condizioni diverse (fluttuazioni
spontanee, frequenza critica, trattamento farmacologico). Comunque la difficolta a discriminare tra
parossismi critici ed intercritici pud essere difficile da superare in assenza di una duratura
registrazione elettroencefalografica dotata di videoregistrazione e poligrafia. Infine, malgrado
numerose e accurate registrazioni, in alcuni casi non vi & evidenza di anomalie parossistiche
(Bureau 2011). Le anomalie parossistiche registrate all’'elettroencefalogramma sono costituite da
punte-onda generalizzate, isolate o in brevi burst, predominanti nelle regioni centro-temporali. In
molti casi vi sono brevi scariche di polipunte onda, diffuse o coinvolgenti principalmente le regioni
fronto-centrali, indotte dalla chiusura oculare. Spesso in associazione a tali parossismi
generalizzati sono anche descritte anomalie focali e multifocali come punte rapide o polipunte, che
coinvolgono in modo asincrono le regioni fronto-centrali o centro-temporali e il vertice e talora
persino le regioni posteriori. Non vi sono relazioni tra la localizzazione di tali parossismi e quella
delle crisi, probabilmente perché tali anomalie elettroencefalografiche rappresentano un
frammento di scariche diffuse piuttosto che rappresentare propriamente delle anomalie focali. Le
scariche generalizzate di punte-onda sono piu frequenti quando sono frequenti le mioclonie.

Una marcata fotosensibilita persiste in una ampia proporzione di casi, in associazione o0 meno a
eventi di tipo clinico (mioclonie palpebrali, mioclonie generalizzate agli arti). La chiusura oculare, il
guardare lo schermo della televisione e la fissazione di pattern elicita scariche subcliniche o
cliniche di punte, punte onda nel 25% dei casi, mentre in altri casi € descritta una spontanea
fluttuazione della fotosensibilita (Bureau 2011). Il sonno & usualmente ben strutturato, con la
presenza dei normali pattern fisiologici e la consueta organizzazione ciclica, salvo quando si
presentano numerosi episodi critici durante il sonno notturno. In generale € eccezionale non
identificare la fase del sonno NREM e il sonno a onde lente.

In alcuni casi, infine, I'elettroencefalogramma intercritico mostra ritmi rapidi e punte onda molto
simili alle anomalie tipicamente registrate in soggetti affetti da Sindrome di Lennox-Gastaut. In
alcuni casi vi € un’importante attivazione di anomalie focali, particolarmente sulle regioni frontali, in

modo bilaterale o con predominanza emisferica.

Evoluzione a lungo termine

Le caratteristiche della fluttuabilita dell'attivita di fondo dipendono dal numero e dalla severita degli
episodi critici. In letteratura, la persistenza di un’attivita di fondo nella norma €& descritta
approssimativamente dal 42% dei casi (Dravet et al. 2009) fino al 65% (Akiyama et al. 2010). In tali
casi si pud osservare un peculiare importante aumento dell’attivita theta nelle regioni centrali e nel
vertice favorite dalla chiusura oculare. Tale attivita € particolarmente rappresentata nei pazienti
che presentano un tremore corticale importante e deterioramento nell’attivita motoria.

Nel 19-25% dei casi le anomalie parossistiche a tipo punta, punta onda si riducono e in molti casi

scompaiono. (Bureau 2011). La fotosensibilita si riduce progressivamente (Akiyama et al., 2010),
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tuttavia sono riportati in letteratura esempi in cui persiste anche al termine dell’adolescenza (Dalla
Bernardina). L'organizzazione ciclica del sonno rimane nella norma nel 70% dei pazienti (indagati
mediante numerosi polisonnogrammi notturni) e nei restanti casi € possibile comunque distinguere
tra il sonno a onde lente ed il sonno NREM (Bureau 2011). Anomalie focali e multifocali sono
spesso descritte durante il sonno. Come riportato da Nabbout (2008), in alcuni casi, durante il
sonno ad onde lente vi & un pattern inusuale costituito da una sequenza sub continua di punte
lente bi-trifasiche diffuse, predominanti sulle regioni fronto-centrali. Questo pattern talora persiste
fino all’eta adulta e non & necessariamente associato a crisi toniche.

Dall'inizio e per tutta la sua evoluzione, il pattern intercritico puo variare in modo considerevole,
probabilmente in relazione anche, da un lato ai diversi tipi di crisi, e dall’'altro ai diversi trattamenti

farmacologici di ogni singolo paziente.

Elettroencefalogramma critico

| soggetti affetti da SD in molti casi hanno multipli tipi di crisi nel corso della patologia (Bureau,
2011).

Pattern elettroencefalografico delle crisi unilaterali

Le crisi unilaterali sono fra le piu comuni all’esordio; spesso, se non precocemente trattate, sono di
lunga durata ed evolvono in uno stato di male epilettico. Le crisi emicloniche, corrispondenti alla
descrizione di Gastaut (1974) sono osservate in soggetti di eta inferiore ai 3 anni. La scarica critica
e caratterizzata da onde lente bilaterali ritmiche (2-3/s), di ampiezza maggiore nell’emisfero
controlaterale alla crisi clinica. Soltanto in questo emisfero esse sono intervallate da ritmi piu rapidi
(10/s), usualmente predominanti nella regione posteriore. Tale scarica & seguita da un breve
appiattimento, e successivamente da un ritmo delta lento, che presenta ampiezza maggiore
nellemisfero affetto. Sul lato opposto si nota la presenza di un ritmo fisiologico, intervallato ad
onde lente. Nei restanti casi, il pattern elettroencefalografico € variabile con un esordio focale sulle
regioni frontali o fronto-centrali di un emisfero, o piu spesso bilaterali, ma sempre predominante
sulle regioni frontali. La scarica pud essere costituita da punte onda pseudo-ritmiche, controlaterali
alla crisi clinica, periodicamente interrotta da appiattimento di durata di 1-2 secondi circa.

La registrazione poligrafica pud mostrare una stretta correlazione fra i parossismi registrati e le
scosse miocloniche ma in molti casi una relazione consistente tra queste ultime e le scariche

all'elettroencefalogramma é difficile da riconoscere.

Pattern elettroencefalografico delle crisi “falsamente” generalizzate

Secondo i dati riportati in letteratura (Dravet et al. 2005a,b) due peculiari tipi di crisi convulsive
sono considerati tipici della DS: le crisi erroneamente definite generalizzate e le crisi “instabili”.

Le crisi erroneamente definite generalizzate sono caratterizzate da una semeiologia complessa,

con alcune note discrepanti tra la clinica e il tracciato elettroencefalografico. La descrizione riferita

15



dai familiari sembra corrispondere a un tipo di crisi tonico-clonico generalizzata, sebbene la durata
riferita sia piu breve. Tuttavia, un’accurata registrazione elettroencefalografica, integrata con la
videoregistrazione e la poligrafia, dimostra che tali crisi non sono primariamente generalizzate e
che esse differiscono da un paziente all'altro. Tali crisi occorrono in particolar modo durante il
sonno NREM. La scarica elettroencefalografica € sempre bilaterale, ma pud presentare varie
modalitd di presentazione. Un pattern consiste nella presenza di anomalie bilaterali sin
dall'esordio, come punte o punte onda, in alcuni casi seguite da una breve attenuazione e
successivamente da attivitd rapida frammista ad onde lente, presenti, pit 0 meno, in modo
bilaterale. In un differente pattern, le anomalie sono inizialmente bilaterali, ma divengono e
rimangono asimmetriche durante la crisi, in altri casi esse sono bilaterali ma asimmetriche gia
all'inizio. L’elettroencefalogramma post critico mostra in entrambi i casi descritti un diffuso
rallentamento o appiattimento. Talvolta la fine della crisi non é facile da riconoscere e il bimbo
continua a dormire. Tale asimmetria nel tracciato elettroencefalografico durante le crisi tonico-
cloniche generalizzate e stata descritta da Kanzazawa (1992) e Ogino (1986). Come osservato per
le crisi unilaterali, anche tali crisi possono essere precedute alcuni minuti prima da mioclonie
massive isolate, che aumentano progressivamente in frequenza fino allinizio dell'evento
convulsivo. In tali casi I'esordio della crisi descritta, al tracciato elettroencefalografico si presenta in
modo piu generalizzato, e frequentemente la fase iniziale tonica € immediatamente intervallata a

scatti clonici.

Pattern elettroencefalografico delle crisi “instabili”

Le crisi instabili sono caratterizzate da cambiamenti topografici della scarica critica registrata
all'elettroencefalogramma nell’ambito della stessa crisi. In tali casi la scarica registrata coinvolge
differenti aree cerebrali. Essa puo iniziare in una determinata area cerebrale e successivamente
diffondere all'intero emisfero, presentandosi quindi in modo marcatamente asimmetrico ai 2
emisferi, o diffondere a un’altra area dello stesso emisfero o dell’emisfero opposto, per tornare
successivamente all'emisfero primariamente coinvolto. La fine della scarica puo verificarsi nello
stesso emisfero o nel controlaterale. Le vie di propagazione sono variabili tra una crisi e l'altra
nello stesso paziente, persino nel contesto di una stessa registrazione. La relazione fra le

manifestazioni cliniche e la concomitante registrazione elettroencefalografica non € sempre chiara.

Pattern elettroencefalografico delle crisi miocloniche

Le manifestazioni miocloniche nella DS sono state descritte in letteratura di natura eterogenea, tra
cui il fenomeno mioclonico non epilettico (Dalla Bernardina et al 1982, Dravet et al 2009). Le crisi
miocloniche possono essere isolate o raggruppate, coinvolgendo 2 o tre gruppi muscolari.
Generalmente esse predominano agli arti ma possono coinvolgere anche la muscolatura assiale e

la schiena. La registrazione elettroencefalografica con concomitante poligrafia mostra punte onda
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generalizzate o multiple punte onda a 3 Hz o piu, di piu ampio voltaggio sulle aree frontocentrali e
sul vertice. Queste scariche possono essere simili a quelle osservate nell’'epilessia mioclonica
benigna dell'infanzia, anche se, come descritto da Hirano (2009) le scosse miocloniche sono
caratterizzate in modo predominante da cambiamenti dei muscoli estensori posturali del tronco e
degli arti superiori. La loro durata € in genere breve (1-3s) ma esse possono occorrere in clusters,
con una durata fino ai 10s. La frequenza dello stato mioclonico viene definita rara in letteratura
(Dravet 2005a), ma in molti casi il ripetersi di crisi miocloniche in clusters pud culminare in uno
stato convulsivo. Le mioclonie massive sono frequentemente intervallate con humerose mioclonie
asincrone e aritmiche distali, spesso difficili da differenziare soltanto con la poligrafia rispetto a un

mioclono non epilettico.

Pattern elettroencefalografico delle assenze atipiche

Le crisi a tipo assenze atipiche possono essere differenziate tra quelle in cui € presente solo una
riduzione dello stato di coscienza e quelle in cui & presente in varia misura una componente
mioclonica. In questi ultimi casi I'attacco mioclonico coinvolge principalmente la testa, gli occhi e
gualche volta gli arti e questo pud comportare una retropulsione ritmica del capo. In entrambi i tipi
di crisi la registrazione elettroencefalografica mostra punte onda generalizzate e irregolari a 2-3Hz.
I fenomeno mioclonico pud essere veramente lieve in concomitanza alla registrazione
all'elettroencefalogramma di burst di punte onda, per cui, in assenza della poligrafia puo facilmente
accadere che non venga riconosciuto.

In letteratura sono stati riportati casi di “stato di assenza” (Bureau 2011), tale stato appare in modo
progressivo con un fluttuante disturbo della coscienza in assenza di manifestazioni motorie. Dal
punto di vista elettroencefalografico tali stati sono caratterizzati da una sequenza sub-continua di
punte onde lente, di ampiezza fluttuante, diffuse in entrambi gli emisferi, con una predominanza
anteriore. Tali stati sono di lunga durata, essi possono scomparire spontaneamente durante il

sonno ma possono ricomparire al risveglio se la durata del sonno e breve.

Pattern elettroencefalografico dello stato di male non convulsivo generalizzato

Lo stato di male non convulsivo generalizzato rappresenta un quadro caratteristico riportato in
molti studi (Dalla Bernardina 1987, Dravet 2005a). Questi stati sono generalmente di lunga durata,
si manifestano preferenzialmente al mattino e al risveglio e sono caratterizzati da riduzione dello
stato di vigilanza, con scarsa responsivita, € mioclono erratico che coinvolge principalmente le dita
e i muscoli oro-buccali, con scialorrea, intercalato da mioclonie massive ricorrenti. Le crisi
convulsive possono avvenire all'inizio, nel decorso o alla fine di questo stato.
L'elettroencefalogramma €& usualmente caratterizzato da onde lente diffuse, intervallate da punte
focali o diffuse. Possono inoltre essere presenti onde lente e punte onda, di voltaggio maggiore

sulle regioni anteriori e del vertice, in assenza di una franca corrispondenza temporale fra le punte
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e le mioclonie massive (Bureau 2011). In letteratura sono stati descritti anche altri quadri (Oguni
2001): onde lente irregolari, che si riducono gradualmente in frequenza, burst bilaterali, onde lente
di ampio voltaggio diffuse, con occasionalmente sovrainscritte piccole punte. Una stimolazione
sensoriale di notevole intensita puo interrompere in modo transitorio tale stato. Tale stato deve
essere distinto da un altro tipo di stato non convulsivo (riportato da Oguni, 2001) e descritto con il
termine di “ stato parziale complesso” perché la semeiologia clinica pud evocare crisi parziali
complesse caratterizzate dalla presenza al tracciato elettroencefalografico di complessi di punte
onda irregolari, unilaterali, predominanti nelle aree occipito-temporali o0 da onde lente continue o

sub-continue site in sede posteriore.

Pattern elettroencefalografico delle crisi focali

In letteratura sono state descritte crisi focali di tipo motorio o, piu frequentemente, crisi complesse,
con preminenti sintomi di tipo autonomico, che occorrono tra il 43-78% dei casi (Dravet 2005a,b).
L'elettroencefalogramma critico € costituito da una sequenza ritmica di rapide polipunte,
intervallate da attivita theta nel corso dell'ultima parte della crisi che coinvolgono la regione

temporo-parieto-occipitale della regione di un emisfero o piu raramente la regione frontale.

Pattern elettroencefalografico delle crisi toniche
La frequenza delle crisi toniche &€ modesta in tale Sindrome; queste crisi sono raramente descritte
dai genitori e sono evidenziate principalmente mediante la registrazione elettroencefalografica
durante il sonno del soggetto. Tali crisi presentano delle caratteristiche elettrocliniche variabili.
Esse assomigliano alle crisi toniche assiali tipiche della Sindrome di Lennox-Gastaut, qualche volta
con una componente mioclonica associata, ma sono si norma sporadiche raramente occorrono piu
volte nel corso della stessa registrazione. Nei casi riportati in letteratura i tracciati critici
elettroencefalografici possono presentare aspetti differenti:
- Un ritmo rapido, che si diffonde rapidamente, ad ampio voltaggio e che termina in modo
repentino, seguito da lievi segni di sofferenza post-critica
- Un appiattimento generalizzato di breve durata (2-3s)
- Un ritmo reclutante rapido, talvolta interrotto da un appiattimento, seguito da onde lente o
diffuse e irregolari punte onda.
Lo studio poligrafico conferma i segni clinici: se la contrazione iniziale € una reale crisi tonica,
tuttavia, qualche secondo piu tardi, essa puo cambiare assumendo un aspetto maggiormente di

vibrazione, intervallato con mioclonie.
Alterazioni strutturali encefaliche

Secondo i dati di letteratura, gli studi di neuroimaging (TC, RMN) non mostrano alcuna tipica

lesione cerebrale, sebbene sia riportato che alcune anomalie possano essere presenti (Dravet et
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al 2005). In una review eseguita da Striano et al (2007) su 58 neuroimmagini (RMN) cerebrali di
soggetti affetti da DS, il 22.4% dei pazienti ha mostrato anomalie non specifiche fra cui atrofia
cerebrale, atrofia cerebellare, sclerosi ippocampale, displasia corticale focale e ampliamento dei
ventricoli laterali. Gli autori hanno concluso il lavoro con alcune considerazioni, tra cui quanto di
seguito riportato: le alterazioni osservate alla RMN si sono manifestate piu frequentemente nei
pazienti che non presentano mutazioni in SCN1A (39,14%) rispetto ai soggetti portatori di
mutazioni in tale gene (11.4%); la durata dell’epilessia e I'eta di esordio delle crisi non correla con
la presenza di anomalie alla RMN; non é stata inoltre confermata I'associazione tra le crisi
prolungate in iperpiressia e la sclerosi ippocampale, come invece precedentemente riportato da
Siegler (2005) in uno studio retrospettivo condotto su 14 pazienti. Infine, in relazione in particolare
alla presenza di atrofia diffusa, riportata peraltro in studi precedenti condotti su altri soggetti affetti
da DS (Dravet 2005), sono stati ipotizzati diversi meccanismi patogenetici fra i quali la
degenerazione walleriana, la morte cellulare apoptotica, I'inflammazione e I'eccitotossicita (Liu et al
2003), ipotizzando in ultimo come possibile causa anche il trattamento cronico con i farmaci
antiepilettici. Di converso, in uno studio neuropatologico condotto post-mortem su tre soggetti
affetti adulti, non & stata evidenziata alcuna alterazione significativa dal punto di vista istologico e
alcuna evidenza di degenerazione neuronale (Catarino, 2011). In particolare non € stata
riscontrata alcuna significativa alterazione nella distribuzione e nella morfologia delle cellule
interneuronali inibitorie della corteccia, del cervelletto, del tronco encefalico o dell'ippocampo,
neanche mediante dopo lo studio di analisi quantitativa. Studi istologici di routine hanno mostrato
atrofia cerebellare con perdita e gliosi delle cellule del Purkinje in tutti i soggetti adulti esaminati
post-mortem. Tuttavia gli autori, al termine di tale studio, hanno concluso affermando che, sebbene
l'atrofia cerebellare sia stata un reperto frequente, tuttavia non differisce né in pattern né in
distribuzione dai reperti che sono stati precedentemente descritti nei pazienti con una epilessia
cronica diversa dalla SD. Un dato importante € il risparmio cospicuo delle popolazioni neuronali e
interneuronali a dispetto del lungo lasso di tempo (anche di anni) in cui un soggetto puo aver

presentato crisi scarsamente controllate dalla terapia farmacologica.

Competenze cognitive e tratti comportamentali assoc iati

Un esordio precoce con crisi prolungate e deterioramento cognitivo rappresentano le
caratteristiche cliniche chiave dei soggetti affetti da Sindrome di Dravet. Sin dalla descrizione
originaria di C. Dravet (Dravet 1978) viene riportato un rallentamento delle competenze cognitive
successivo all’'esordio delle crisi in bambini fino ad allora sani, e tale caratteristica era talmente
rilevante da rappresentare uno dei criteri diagnostici della Sindrome (Commission on Classification
and terminology of the ILAE, 1989). Le casistiche successive hanno confermato la presenza
costante di deterioramento cognitivo, che pu0 presentare caratteristiche variabili e pud essere

associato a anomalie di tipo comportamentale (Dravet et al 1982, Dalla Bernardina et al 1987,
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Casse-perrot et al 2001). In particolare lo sviluppo psicomotorio, visuo-spaziale e del linguaggio
risultano danneggiati e dal punto di vista comportamentale vengono descritte in letteratura
irritabilita, indifferenza affettiva e comportamenti di tipo autistico (Bender, 2012).

Come caso eccezionale, e stato riportato in letteratura il caso di un soggetto affetto da DS, di 13
anni di eta, con una mutazione de novo SCN1A di tipo troncante, che presentava un’obiettivita
neurologica e competenze cognitive nella norma (Buoni et al 2006).

A conferma invece di quanto invece classicamente riportato in letteratura relativamente
all'argomento, si cita uno studio di 53 bambini condotto da Caraballo e Fejerman (2006) in cui &
stato riportato un deterioramento cognitivo, di intensita variabile fra il lieve (34%), il moderato
(41.5%) e il severo (26%). Sono state inoltre descritte anomalie di tipo comportamentale
caratterizzate in particolare da deficit di attenzione ed iperattivita e impulsivita. In una minoranza
dei soggetti sono stati descritti anche tratti di tipo pervasivo (Caraballo e Fejerman 2006).

Il meccanismo coinvolto nel declino cognitivo non e stato chiarito.

Un altro studio ha focalizzato I'attenzione sullo studio delle correlazioni fra il decorso dell’epilessia
e lI'outcome mentale, senza tuttavia giungere a delle conclusioni definitive; in tale studio Casse-
Perrot et al (2001) hanno rivisto, in uno studio retrospettivo, il decorso neuropsicologico in 20
pazienti, di eta inferiore ai 12 anni, diagnosticati come DS a Marsiglia. Gli autori hanno evidenziato
in tutti i casi un periodo “stagnante” durante i primi 6 anni di eta, associato a iperattivita, deficit di
attenzione e tratti autistici. Da tale studio emergeva inoltre una correlazione tra la frequenza degli
episodi critici (>5 al mese) e il decorso del deterioramento mentale. Gli autori hanno concluso
affermando che la frequenza degli episodi critici probabilmente costituisce un importante fattore di
rischio per il ritardo mentale e che pertanto la DS pud essere considerata una encefalopatia
epilettica reale. Akiyama et al (2010) hanno analizzato il decorso dell’epilessia e le abilita cognitive
in 31 soggetti affetti da DS seguiti dall'infanzia fino all'eta di 18 anni e hanno individuato una
significativa correlazione fra la presenza di un ritmo alfa occipitale all'elettroencefalogramma e un
deterioramento cognitivo meno severo.

Infine si cita lo studio multicentrico retrospettivo condotto in Italia nel 2008 (Ragona 2011, Ragona
et al 2010), in cui é stata studiata una casistica di 26 soggetti, affetti da DS, che rispondevano ai
criteri diagnostici della classificazione della ILAE e che presentavano una mutazione nel gene
SCNI1A secondo la tecnica multiplex ligation probe amplification (MLPA). Erano state condotte
delle valutazioni testali cognitive in ogni paziente all'inizio e al termine dello studio mediante scala
di sviluppo Griffith’'s o mediante la scala di valutazione cognitiva Wechsler Preschool Primary
Scale of intelligence (WIPPSI) a seconda dell'eta del soggetto e del livello di collaborazione (la
prima valutazione era stata eseguita in ogni caso entro 1 anno dall'esordio delle crisi). Per ogni
paziente i Quozienti Intellettivi seriati (QSs) in diversi periodi erano stati studiati mediante una
regressione lineare ottenendo un quoziente di sviluppo differenziale (“dQS 12-60": differenza tra

QS a 60 mesi e QS a 12 mesi). | risultati dello studio hanno mostrato un deterioramento cognitivo
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espresso in declino del QS in grado variabile di severita. Le analisi statistiche eseguite non hanno
mostrato una correlazione significativa tra la severita dell’epilessia e I'outcome cognitivo, tuttavia
nella valutazione del profilo cognitivo individuale gli autori avevano diviso i pazienti in 2
sottocategorie: 19 soggetti presentavano una riduzione importante in QS, con un “dQS 12-60"
maggiore di 20 punti, mentre in 7 pazienti 'outcome era meno severo con un “dQS 12-60" minore
di 20 punti. Confrontando i due sottogruppi in relazione al decorso dell’epilessia, gli autori hanno
osservato che le assenze e le crisi miocloniche durante i primi 3 anni di vita erano presenti nel
63% dei soggetti del primo sottogruppo (12 su 19 pazienti) e soltanto nel 14% di quelli del secondo
sottogruppo (1 su 7 casi). | due sottogruppi, tuttavia, non differivano in eta di esordio, numero di
crisi prolungate o episodi di stati epilettici. Questi dati suggeriscono che il fenotipo epilettico puo in
gualche misura influire sulla prognosi: in particolare il precoce manifestarsi di assenze e di crisi
miocloniche & verosimilmente associato a un peggiore outcome cognitivo, mentre le crisi
convulsive e gli episodi di stato convulsivo non rappresentano, di per sé, un fattore prognostico
negativo per I'outcome cognitivo. Le analisi statistiche hon hanno mostrato correlazioni significative
fra la presenza e il tipo di mutazioni in SCN1A e I'outcome coghnitivo.

Gli autori hanno concluso il lavoro confermando linclusione della SD fra le encefalopatie
epilettiche, infatti la correlazione temporale fra l'alta frequenza di crisi e [linizio di un
deterioramento di tipo neurologico e cognitivo, riportato in letteratura e confermato dalla loro
casistica, argomenta il ruolo dell'epilessia nel determinare una disabilita cognitiva. Tuttavia pazienti
con una storia di crisi epilettiche simile possono presentare outcome cognitivi distinti, per cui €
verosimile che I'evoluzione cognitiva sia il risultato di fattori diversi che includono il background
genetico, il decorso dell'epilessia (frequenza di crisi, ricorrenza dello stato epilettico, attivita
epilettica elettroencefalografica intercritica), ma anche le prestazioni mediche, i vantaggi e gli
svantaggi legati alla somministrazione di terapia farmacologica, la riabilitazione, I'educazione, i

fattori ambientali e sociali.

Segni neurologici associati

Allesordio, i bambini presentano un’obiettivita neurologica nella norma. | segni neurologici
appaiono progressivamente, parallelamente al ritardo dello sviluppo psicomotorio ma non sono
presenti in tutti i pazienti. | segni descritti maggiormente sono rappresentati dall'ipotonia,
dall'atassia (60%), da segni piramidali (20%), dall'incoordinazione motoria e dal mioclono
intercritico. 1l loro decorso € variabile. L'ipotonia muscolare facciale puo rendere difficoltose la
masticazione e la deglutizione. L’atassia tende ad attenuarsi con I'etd ma essa pud comparire
nuovamente successivamente a uno stato epilettico o a un peggioramento della frequenza critica.
L'associazione di ipotonia e atassia comporta un’andatura peculiare durante la deambulazione e la
corsa, come se il bambino presentasse “gambe di spaghetti”, come descritto da una madre. Sono

frequenti un atteggiamento scoliotico e/o cifotico della schiena e il pattismo dei piedi, i quali,
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peggiorando con l'accrescimento, rendono ancora piu difficoltosa la deambulazione (Dravet,
2011).

Outcome a lungo termine

La sintomatologia clinica della DS cambia in modo drammatico con l'etd; vi sono molti studi
riguardo alle sue caratteristiche in eta infantile, (Dravet et al., 1982; ; Ogino, 1986; Fujiwara et al.,
1990) e sul suo follow-up a medio-lungo termine (Fujiwara et al., 1992; Ohki et al., 1997; Caraballo
& Fejerman, 2006), sono invece in numero inferiore i lavori che descrivono le caratteristiche
cliniche dei soggetti affetti da DS in eta adulta (Rossi et al., 1991; Jansen et al., 2006; Wolff et al.,
2006). Nel 2006 C.Dravet ha riportato una casistica di 20 pazienti di eta compresa trai 20 e i 40
anni, la stessa autrice ha individuato 3 fasi distinte all'interno di tale Sindrome:

19 la fase febbrile del primo anno, definita anche “ fase diagnostica”.

29 la fase di “peggioramento” (da preferire rispet to all’espressione “catastrofica”), che avviene fra il
1° e il 5° anno di eta e che & caratterizzata da fr equenti episodi critici e stati epilettici,
deterioramento delle capacita cognitive e del comportamento e dalla presenza di segni neurologici
associati.

39 la fase di “stabilizzazione” dopo i 5 anni di eta: gli episodi convulsivi si riducono e si
manifestano prevalentemente in sonno; le crisi miocloniche e le assenze atipiche possono
scomparire, le crisi focali persistono o si riducono; le competenze cognitive e i tratti
comportamentali tendono a migliorare, sebbene il deterioramento cognitivo persista, in variabile
gravita. Sono tuttavia descritte delle eccezioni e il peggioramento delle crisi e del comportamento
non e escluso dopo i 5 anni di eta (Dravet et al 2011).

La descrizione delle crisi convulsive negli adulti affetti da DS varia da lavoro a lavoro.

Alcuni ricercatori le descrivono come crisi tonico-clonico generalizzate, senza aggiungere ulteriori
dettagli (Fujiwara et al., 1992; Jansen et al., 2006), mentre altri ne descrivono caratteristiche piu
propriamente focali (Rossi et al., 1991; Dravet et al., 1992; Oguni et al., 2001; Dravet et al.,
2005b). Rossi e collaboratori, in particolare, hanno riportato che tutte le crisi generalizzate, sia di
tipo clonico, sia di tipo tonico-clonico, che si manifestavano successivamente agli 8 anni di eta,
presentavano un esordio focale e/o una dominanza di lato. Questi dati sono stati successivamente
confermati dallo studio condotto nel 2010 in Giappone da Akiyama et al, in cui era stato eseguito
un follow-up su 31 soggetti affetti da DS e seguiti dall'infanzia fino ai 18 anni di eta. In tale studio la
maggioranza degli episodi convulsivi riportati (87.5%) come apparentemente generalizzati, in
realta presentavano un esordio focale, mostrando, durante le registrazioni elettroencefalografiche
critiche, in piu occasioni un’origine frontale, con o senza secondaria generalizzazione. In tale
studio veniva inoltre confermato che le crisi miocloniche, le assenze atipiche e le crisi riflesse

scomparivano dai 18 anni di eta.
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Tasso di mortalita

In uno studio del 1992, C.Dravet ha evidenziato un alto tasso di mortalita precoce (15%), dovuto a
incidenti stradali, annegamenti, stato epilettico severo, infezioni e morte cardiaca improvvisa
(SUDEP). In uno studio piu recente, condotto in Giappone da Sakauchi et al nel 2011, attraverso
dei questionari somministrati ai medici, sono state indagate la tipologia e la prevalenza delle cause
di morte, rispetto a un campione di 63 soggetti affetti da DS. E’ stato in particolare evidenziato che
I'etd al momento della morte variava per questi soggetti dai 13 mesi ai 24 anni e 11 mesi, con
un’eta media di 6 anni e 8 mesi.

Le cause di mortalita includevano morte improvvisa in 31 pazienti (53%), encefalopatia acuta con
stato di male epilettico in 21 pazienti (36%), annegamento in 6 pazienti (10%) e altre cause in un
paziente (1%) . L'incidenza di morte improvvisa raggiungeva un primo picco a 1-3 anni di eta e un
secondo picco a 18 anni di eta. Al contrario, l'incidenza dell’ encefalopatia acuta raggiungeva un
picco a 6 anni di eta. Sette dei 10 pazienti sottoposti ad analisi di mutazione mutazioni SCN1A
erano positivii, ma non hanno mostrato alcun fenotipo particolare. Gli autori concludevano
affermando che l'incidenza di morte improvvisa e di encefalopatia acuta con stato di male epilettico

era rispettivamente piu alto nella prima infanzia (1-3 anni) e in eta scolare (con un picco a 6 anni).

Terapia farmacologica antiepilettica

La Sindrome di Dravet rientra tra le forme di epilessia a maggiore farmacoresistenza. Nei soggetti
affetti € descritto un declino cognitivo variabile, fino a un severo ritardo, con inizio a partire dal
secondo anno di vita. Sebbene non sia stato definitivamente chiarito, tuttavia vi sono alcune
evidenze secondo cui il deterioramento cognitivo sembra essere correlato alla frequenza e
allintensita delle crisi (Wolff, 2006), motivo per il quale € ipotizzabile che i farmaci antiepilettici che
mostrino un impatto positivo sulla frequenza critica possano avere un effetto favorevole sugli
aspetti cognitivi. Le sfide principali sono rappresentate dal ridurre quanto piu possibile la frequenza
degli episodi critici e prevenire il verificarsi di episodi di stati epilettici. Secondo i dati di letteratura
(Chiron e Dulac 2011), prima che sia stabilita la diagnosi, le crisi febbrili complesse meritano un
trattamento antiepilettico, poiché avvengono molto precocemente e il rischio di recidiva & elevato.
L'acido valproico e il farmaco piu efficace per prevenire le recidive (Rantala et al, 1997). Al fine di
prevenire ulteriori episodi critici di lunga durata, i genitori dovrebbero essere incoraggiati dal
personale medico nella somministrazione di benzodiazepine (diazepam o midazolam) per via
orale, nasale o rettale per ogni tipo di crisi di durata superiore ai 2 minuti (Chiron, Dulac, 2011).
Comunque il ripetersi degli episodi critici permette di considerare la diagnosi, che & usualmente
possibile prima della fine del primo anno di vita, sollevando la questione del trattamento piu
adeguato. Secondo i dati di letteratura (Dravet e Bureau, 2008; Chiron e Dulac, 2011) una lista
molto numerosa di farmaci é stata somministrata: fenobarbitale, acido valproico, fenitoina e

benzodiazepine (clonazepam o nitrazepam piu che il clobazam) per gli episodi convulsivi;
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etosuccimide, piracetam e benzodiazepine per le mioclonie, acetazolamide, sultiame e zonisamide
per altri tipi di crisi, vigabatrin occasionalmente usato in adolescenza. Comunque il beneficio
dell’'uso di tutti questi farmaci € minimo. Successivamente all'identificazione della Sindrome, sono
stati identificati dei farmaci che possono peggiorare la sintomatologia anche in modo drammatico,
in particolare la lamotrigina, per cui tale peggioramento € stato evidenziato fino al’80% dei soggetti
affetti (Guerrini et al,1998) e in misura minore la carbamazepina e il vigabatrin, per cui tale
peggioramento € stato evidenziato per il 60% circa dei soggetti affetti (Thanh et al, 2002). E’ stata
recentemente riportata la segnalazione di bambini affetti da DS, che avevano ricevuto un
trattamento e.v. di fenobarbitale e/o tiopentone a causa di uno stato epilettico convulsivo, che
hanno sviluppato un’atrofia cerebrale globale, con drammatico peggioramento neurologico
(Chipaux et al 2010).

Di converso, due nuovi farmaci si sono rilevati utili nel trattamento di questi pazienti, ovvero lo
stiripentolo e il topiramato. Lo stiripentolo presenta una struttura molecolare differente rispetto a
tutti gli altri farmaci antiepilettici disponibili attualmente in commercio. Il sui effetto GABAergico é
stato dimostrato in vitro su ratti immaturi (Quilichini, 2006), agisce come modulatore allosterico del
recettore GABAa. Nell'uomo é stata dimostrata anche la sua attivita inibitoria verso il citocromo
P450 (CYP) epatico, comportando un incremento della concentrazione ematica dei farmaci
antiepilettici assunti congiuntamente e metabolizzati dal CYP. Nei soggetti affetti da DS tale
interazione € stata evidenziata in modo particolare verso il clobazam, principalmente attraverso il
CYP 2C19 (Giraud, 2006). L'efficacia dello stiripentolo nei soggetti affetti da DS & stata ipotizzata
per la prima volta in uno studio in aperto e successivamente confermata in due trials randomizzati,
controllati, con placebo, che erano stati condotti in modo indipendente in Francia e in Italia (Perez,
1999, Chiron, 2000). Lo stiripentolo era stato utilizzato come terapia aggiuntiva in associazione
all'acido valproico e al clobazam. Sebbene si trattasse di un campione relativamente piccolo in
entrambi i trials (41 pazienti in Francia e 23 pazienti in Italia), era stato evidenziato che il 71% e il
67% rispettivamente dei pazienti, avevano risposto alla terapia con stiripentolo, contro il 5% e il 9%
rispettivamente dei soggetti che avevano assunto il placebo.

Secondo i dati della letteratura il profilo di sicurezza dello stiripentolo € buono (Chiron, 2011). Gli
effetti collaterali piu significativi sono correlati a un significativo incremento della concentrazione
ematica dell’acido valproico, delle benzodiazepine (in particolare il clobazam), successivamente
all'associazione dello stiripentolo; tali effetti si riducono quando la dose delle terapie in
associazione viene ridotta (Perez, 1999). Tra gli effetti collaterali descritti sono inclusi: sonnolenza,
atassia, nausea, dolore addominale e perdita dell'appetito con riduzione di peso. E stata
occasionalmente osservata anche neutropenia asintomatica. A lungo termine, la frequenza e la
durata degli episodi critici risulta significativamente ridotta con I'associazione di stiripentolo, acido
valproico e clobazam, cosi come il numero di episodi di stati epilettici convulsivi (Than, 2002).

L'efficacia sembra migliore nei pazienti piu piccoli, specialmente sotto i 2 anni di eta, con beneficio
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importante da parte dello stiripentolo nel ridurre gli episodi critici prolungati. In relazione all’
ipotizzato impatto negativo degli stati epilettici, specie precoci, suul'outcome cognitivo, lo
stiripentolo pud essere molto utile quando la diagnosi é stata confermata. Tale farmaco é stato il
primo antiepilettico che ha ottenuto il riconoscimento di farmaco orfano dallAgenzia del Farmaco
Europea (EMA) nel 2001, é stato registrato in Europa come farmaco orfano nel gennaio 2007, per
le crisi tonico clonico generalizzate della DS, come terapia aggiuntiva in associazione all’acido
valproico e al clobazam, sulla base dei 2 trials precedentemente indicati. Sono stati recentemente
riportati dati dal Giappone (Inoue, 2009) che confermano un tasso di risposta del 61% e del 48%
rispettivamente, per le crisi convulsive nei soggetti con DS a breve e a lungo termine, a dispetto
del fatto che la meta di tali pazienti non avevano ricevuto acido valproico o clobazam come terapia
antiepilettica di associazione. Pertanto, non solo i pazienti caucasici ma anche i pazienti
giapponesi possono beneficiare di tale farmaco nonostante i differenti aspetti farmacogenetici
relativi al polimorfismo di CYP che puo modificare le interazioni farmacocinetiche tra farmaci
(Chiron, 2011). Il topiramato non e stato studiato approfonditamente come lo stiripentolo
relatvamente all'utilizzo nei soggetti affetti da DS. In due studi condotti in aperto con ciascuno 18
pazienti, il topiramato & stato somministrato in modo crescente fino al raggiungimento della dose
massima di 8 e 12 mg/Kg/die rispettivamente (Coppola, 2002). Dopo 1 anno circa di follow-up, il
55% dei pazienti di entrambi gli studi presentavano una riduzione delle crisi e 3 erano seizures-
free. E’ stato indicato che a nove di tali pazienti era stato in precedenza somministrato lo
stiripentolo. In nove e in quattro pazienti rispettivamente, erano stati descritti degli effetti collaterali,
di intensita leggera e di tipo transitorio, collegati a un rapido incremento della titolazione. Tali effetti
collaterali, di norma attribuiti all’acido valproico, erano costituti da elevati livelli di ammoniemia, per
cui era ipotizzabile che in questi pazienti, che ricevevano topiramato e acido valproico in
associazione, tali effetti collaterali potessero essere attribuiti a una interazione fra questi 2 farmaci.
In uno studio retrospettivo condotto su 36 soggetti affetti da DS, in cui Si era osservato uno scarso
controllo con lo stiripentolo, il 78% dei pazienti aveva mostrato una riduzione maggiore del 50%
della frequenza delle crisi tonico-cloniche generalizzate e degli stati epilettici, successivamente
all'introduzione del topiramato e il 17% era rimasto libero da crisi per almeno 4 mesi. Gli autori
hanno evidenziato che la combinazione di stiripentolo e topiramato non ha causato ulteriori effetti
collaterali né ha richiesto una particolare regolazione del dosaggio.

Uno studio preliminare in aperto ha evidenziato I'uso del levetiracetam come terapia aggiuntiva in
28 soggetti affetti, con il 64% di responders durante un periodo di follow-up di 16 mesi. Chiron et al
non hanno confermato tali risultati. (Chiron et al 2011).

Il Bromide e stato introdotto da Doose nel 1990 per il trattamento degli episodi convulsivi in eta
infantile: alla dose di 60-80 mg/kg, il 32% divenne libero da crisi tonico-clonico generalizzate e il
47% ridusse la frequenza delle crisi del 50% (Ernst et al 1988). Tale farmaco non ha tuttavia

mostrato alcuna efficacia sulle crisi di semeiologia diversa, piu lievi, che erano persino peggiorate
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e non aveva mostrato alcun effetto sulle crisi focali. Tra gli effetti collaterali venivano
principalmente descritti acne, perdita di appetito e di peso corporeo e fatica. Gli autori giapponesi
hanno riferito maggiore efficacia di tale farmaco nella loro casistica di soggetti affetti da DS
(Tanabe et al 2008). La dieta chetogenica € stata usata come terapia alternativa alla terapia
antiepilettica farmacologica, per le crisi farmacoresistenti (Freeman & Kelly, 1994; Freeman et al.,
1998). La dieta consiste in un apporto di grassi maggiore di tre o quattro volte rispetto ai
carboidrati e alle proteine insieme (Freeman & Kelly, 1994; Kossoff et al., 2009).

Una variante della dieta classica, che utilizzava trigliceridi a catena media, era stata introdotta nel
1970 (Kossoff et al., 2009); ultimamente sono state descritte ulteriori modifiche come la dieta
Atkins e la dieta con un basso indice glicemico, concepite come ulteriori trattamenti alternativi in
caso di epilessia farmaco-resistente. Nello studio condotto da Caraballo et al (2011), sono stati
esaminati 59 pazienti, che rispondevano ai criteri diagnostici per DS, dei quali 24 erano in
trattamento con la dieta chetogenica usando il protocollo Hopkins (Freeman & Kelly, 1994) ed
erano stati seguiti per un periodo di 2 anni. In tale lavoro é stato indicato che i pazienti in
trattamento con la dieta chetogenica presentavano una buona risposta in termini di riduzione della
frequenza delle crisi e qualita della vita. in particolare €& stata riferita efficacia relativamente alle
crisi miocloniche e ad altri tipi di crisi, incluso lo stato febbrile epilettico. Una netta riduzione del
controllo delle crisi & stata riportata dopo una interruzione della dieta chetogenica (Freeman et al.,
1998; Caraballo et al., 2005). Gli autori incoraggiavano pertanto il mantenimento della dieta
chetogenica per un periodo prolungato di tempo. Inoltre e stato sottolineato il fatto che nessuno di
tali pazienti assumeva topiramato, ipotizzavano pertanto la possibilitda di una possibile
associazione, ponendo tuttavia particolare attenzione alla possibilita di acidosi metabolica e
nefrolitiasi (Takeoka et al., 2002). Gli autori hanno concluso indicando, come possibile opzione
terapeutica, la stimolazione vagale intermittente, sebbene altri autori non hanno confermato tale
ipotesi, evidenziando invece un aumento della frequenza critica in soggetti affetti da DS e che

erano stati sottoposti a tale tipo di trattamento (Parker et al 1999).

Diagnosi differenziale

Dato che le crisi cloniche all’esordio nella DS sono spesso associate all'iperpiressia, riveste un
ruolo di particolare importanza la distinzione rispetto alle convulsioni febbrili. Nella DS I'esordio &
spesso precoce (entro I'anno di eta); le crisi sono di semeiologia clonica e spesso unilaterali invece
che di tipo generalizzato e/o tonico; gli episodi critici sono spesso di durata prolungata e si
verificano con frequenza elevata, il rialzo termico a cui sono spesso associati non e classicamente
molto elevato; infine la peculiarita dell'alternanza del pattern delle crisi unilaterali & in favore della
DS. Il paziente puo giungere all'osservazione del clinico quando si siano gia manifestati altri tipi di
crisi, come le crisi miocloniche, le assenze atipiche, le crisi focali, lo stato epilettico non convulsivo.

Hattori et al (2008) hanno proposto una metodica di screening che pud essere utilizzata prima del
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termine del primo anno di vita. Nell’'epilessia mioclonica (benigna) dell'infanzia (Dravet e Vigevano,
2008), i primi episodi sono costituiti da brevi crisi miocloniche generalizzate, che rimangono l'unica
manifestazione critica anche in assenza di trattamento farmacologico. In alcuni pazienti possono
essere associate convulsioni febbrili a frequenza sporadica. Il tracciato elettroencefalografico
mostra sempre punte onda generalizzate, concomitanti alle scosse miocloniche. Le crisi sono
altamente farmacoresponsive, lo sviluppo psicomotorio & nella norma o solo lievemente rallentato
e la prognosi e favorevole. L’epilessia con crisi mioclono-astatiche (Doose syndrome) é definita
dall'associazione di crisi tonico-clonico generalizzate e frequenti “drop-attacks”, ovvero crisi
miocloniche associate a caduta; infatti le crisi mioclono-astatiche sono caratterizzate da una
brusca contrazione mioclonica massiva, seguita da una breve e improvvisa perdita di tono
muscolare; tali crisi sono comunqgue inusuali nella DS. L’epilessia mioclono-astatica infine si
manifesta di regola successivamente ai 2 anni di eta e presenta un decorso differente. Puo
manifestarsi uno stato di assenza atipica con scosse miocloniche, ma non sono descritte crisi
focali né anomalie focali al tracciato elettroencefalografico. L'outcome e variabile, con una
remissione completa in una percentuale maggiore al 50% dei casi (Guerrini et al 2005).

Tra le forme di epilessia mioclonica progressiva, la ceroidolipofuscinosi puo facilmente entrare in
diagnosi differenziale, specie a partire dal secondo anno di vita, quando si rendono manifesti i
segni neurologici e il deterioramento cognitivo. Tuttavia, tale patologia puo essere esclusa per
l'assenza di perdita di acuita visiva, di anomalie del fundus e per la negativita delle indagini
biologiche. Una encefalo miopatia mitocondriale pud essere presa in considerazione nei casi piu
severi e in presenza di alterazioni metaboliche indotte dalla terapia farmacologica antiepilettica
(Castro-Cago et al 1997). La Sindrome di Lennox-Gastaut é virtualmente esclusa dalla presenza in
anamnesi di convulsioni febbrili cloniche nel primo anno di vita. Le caratteristiche di tali Sindrome
sono comunque differenti: un’eziologia frequentemente lesionale, un inizio piu tardivo, drop
attacks, assenze atipiche, crisi assiali toniche e anomalie peculiari al tracciato
elettroencefalografico, con punte onde diffuse lente e un ritmo rapido, di alto voltaggio durante il
sonno. Una forma di epilessia criptogenetica focale puo presentare lo stesso inizio precoce, con
crisi convulsive in febbre associate rapidamente a crisi focali. Tali pazienti tuttavia in genere non
presentano assenze atipiche e mioclonie agli arti; inoltre le anomalie al tracciato
elettroencefalografico tendono a mantenere una localizzazione costante.

La diagnosi differenziale diventa piu difficoltosa quando i pazienti presentano crisi emicloniche che
si presentano in modo alternante da un emilato all'altro e quando crisi focali di tipo motorio
coinvolgono diverse parti del corpo (Sarisjilis et al 2000). infine, sono stati descritti, seppur in modo
sporadico, pazienti che presentavano un’epilessia focale, che mostravano caratteristiche cliniche
compatibili con la DS ed erano anche portatori di mutazioni in SCN1A (Harkin et al 2007, Olumura

et al 2007). Questi casi rappresentano il problema dei confini nosografici della DS.
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Forme atipiche o borderline

Come gia evidenziato dalla stessa C. Dravet (2005), successivamente alla prima descrizione della
Sindrome, sono stati riportati da differenti autori casi di bambini che presentavano un quadro
simile, ma apparentemente senza mioclonie. Per tali casi € stata utilizzata I'espressione “epilessia
mioclonica severa di tipo borderline (SMEIB). Molti di questi casi presentavano crisi di diversa
semeiologia associati, mentre altri presentavano unicamente crisi tonico cloniche generalizzate
(Fujiwara et all 1992). Le caratteristiche elettroencefalografiche presentate potevano essere
differenti ma veniva sostanzialmente descritto lo stesso decorso presentato dai pazienti con
mioclonie. Pertanto da piu autori & stato ipotizzato che potessero essere inclusi nell’'ambito della
stessa patologia. Casi che presentavano caratteristiche simili erano stati osservati dalla stessa C.
Dravet, la quale tuttavia ha precisato in un suo lavoro (Dravet, 2005) che la maggioranza di questi
soggetti, in cui non erano evidenti crisi di tipo mioclonico, presentavano un mioclono parcellare
intercritico, con la possibilita di influire negativamente sulle abilitd motorie. In alcuni bambini inoltre
le mioclonie erano rare e individuabili unicamente con un’accurata osservazione clinica e delle
registrazioni video-poligrafiche. In altri bambini le crisi miocloniche potevano essere osservate e
registrate soltanto quando erano presenti gli episodi critici di altra semeiologia, appena prima che
guesti cominciassero. Per queste ragioni C.Dravet concludeva ipotizzando che tali pazienti
presentassero in realta la stessa forma di epilessia. Altri autori hanno invece enfatizzato la
diversita tra le due forme. In particolare Sugama e at (1987) hanno confrontato i tracciati
elettroencefalografici di bambini affetti da SME e da SMEIB, dimostrando I'assenza di anomalie a
tipo punta onda nei tracciati dei bambini con SMEIB. Pur tuttavia veniva indicata una prognosi
simile tra i due gruppi studiati. Infine pit autori in letteratura non escludono la diagnosi di epilessia
mioclonica severa quando sono assenti le crisi miocloniche, se sono presenti tutti gli altri criteri
diagnostici € non vengano evidenziate differenze nell’outcome a lungo termine ( Giovanardi- Rossi,
1991).

Epilessia e aspetti genetici, brevi considerazioni

Secondo la penultima classificazione del'lLAE del 1989 sia le epilessie di tipo generalizzato che
guelle di tipo parziale venivano distinte in Sindromi Idiopatiche, Criptogenetiche e Sintomatiche,
intendendo con il termine Idiopatico una condizione in cui non vi fosse una causa diversa da una
sottostante possibile predisposizione ereditaria. || documento esplicitava inoltre che le epilessie
idiopatiche “hanno un esordio eta dipendente, presentano specifiche caratteristiche cliniche ed
EEGrafiche e una presunta eziologia genetica” (Commission on Cassification and Terminology of
the International League Against Epilepsy, 1989).

Secondo tale classificazione il termine idiopatico veniva utilizzato anche per trasmettere I'idea di
una forma di epilessia altamente farmacoresponsiva; cio secondo la concezione per cui alcune

epilessie “tradizionali” idiopatiche si risolvevano spontaneamente, non lasciando alcuna
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sintomatologia residua. Ormai questo concetto e stato superato dall’evidenza che fini disturbi
cognitivi e comportamentali possono essere associati a questo tipo di epilessie, come accade nel
caso delle Epilessie parziali idiopatiche a punte onda centro temporali ad evoluzione atipica.

La nuova Classificazione dell’ ILAE del 2010 (Berg er al, 2010) ha apportato, rispetto alla
precedente, alcune modificazioni di tipo terminologico e concettuale, in particolare I'espressione
“idiopatico-probabilmente genetico” & stata invece sostituita con il termine “genetico”, facendo
riferimento a quelle condizioni in cui il difetto genetico contribuisca in modo diretto all’'epilessia, le
crisi rappresentino il sintomo principale della patologia e che il contributo genetico possa derivare
da specifici studi di genetica molecolare, diventando in alcuni casi, la base di test diagnostici.

A tal proposito nel contesto della Classificazione, € stato fatto specifico riferimento alla Sindrome di
Dravet e alla sua associazione a mutazioni del gene codificante la sub-unita alfal del canale del
sodio (SCN1A). Questo esempio € di fondamentale importanza in considerazione del fatto che fino
alla scorsa Classificazione del 1989 I'epilessia mioclonica severa dell'infanzia era classificata fra le
forme sintomatiche e rafforza inoltre il concetto secondo il quale i termini “idiopatico” e “genetico”
non implicano necessariamente una condizione benigna. Infatti un obiettivo di tale Commissione
era quello di trasmettere il messaggio per cui la nozione di “causa” contiene solo una dimensione,
senza implicarne altre. Da ci0 ne deriva che la causa non e piu indicativa della prognosi e
l'implicazione che il concetto di “idiopatico” conferisca la qualita di “benigno” €& volutamente
scartato. In relazione alla modalita di ereditarieta le epilessie sono state classificate da vari autori
nella seguente modalita (Claes et al, 2001; Mulley & Mefford, 2011):

- singolo gene, monogenica o Mendeliana

- poligenica

- multifattoriale o eredita complessa (interazione tra geni e fattori ambientali)

- mitocondriale (materna, citoplasmatica)

- anomalie cromosomiche (identificate da studi citogenetici, FISH o CGH array)

- fenocopie (ambientale). Quest’'ultimo termine viene impiegato per riferirsi agli individui in una
famiglia con lo stesso fenotipo ma che non hanno la stessa mutazione.

I principali tipi di mutazioni genetiche che contribuiscono alle malattie sono le seguenti:

- monogeniche, mutazioni con grandi effetti sul fenotipo

- varianti genetiche rare che sono presenti in meno dell’1l% della popolazione, possono essere
patogene ed hanno effetto sul fenotipo

-varianti genetiche comuni o polimorfismi con piccolo effetto sul fenotipo (SNP) che interagiscono
con altri geni e/o con fattori ambientali per produrre il fenotipo

- variazione nel numero di copie come delezioni, inserzioni, amplificazioni che coinvolgono uno o
piu esoni, delezioni che coinvolgono un numero di geni, rilevate con MLPA e array CGH

- siti di splicing alternativi che determinano la trascrizione di isoforme amminoacidiche diverse,

talvolta patogenetiche
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- fattori epigenetici come metilazione del DNA, modificazione delle proteine istoniche.
In aggiunta alle varie influenze genetiche, il fenotipo puo essere influenzato da fattori ambientali, di

sviluppo o maturazione, endogeni o ormonali.

Le canalopatie epilettogene

In base alle conoscenze genetico-molecolari delle epilessie mendeliane & possibile individuare tre
diversi meccanismi principali di epilettogenesi (Greenberg et al, 2007):

-canalopatie

-turbe della corticogenesi

-deficit metabolici e/o del metabolismo energetico

I canali ionici giocano un ruolo chiave nell’epilettogenesi e nella generazione di scariche neuronali
eccessive e ipersincrone; tali scariche neuronali epilettiformi, possono essere indotte modificando
(anche in modo sperimentale) le proprieta dei canali ionici voltaggio-dipendenti o recettore-attivati,
con successive alterazioni dell’eccitabilita neuronale o della trasmissione sinaptica (Avanzini e
Franceschetti, 2003). Recentemente I'importanza dei canali ionici nei processi di epilettogenesi
stata messa in evidenza dalla scoperta che mutazioni dei loro geni causano forme di epilessia
geneticamente determinate (Avanzini et al., 2007).

La prima dimostrazione che una patologia umana dovuta a eccitabilitd sia causata da una
mutazione genetica di un canale ionico e relativa a patologie muscolari scheletriche, le paralisi
periodiche iperkaliemiche, in cui venne descritta una mutazione del gene SCN4A che codifica per
l'isoforma del canale del sodio Navl.4. (Ptacek et al., 1991). Da allora la lista delle canalopatie si €
espansa (Ptacek, 1997) e include disordini dell’eccitabilita come I'emicrania emiplegica, le atassie
episodiche, le miotonie e le sindromi cardiache (Kullmann, 2010).

Alcuni anni dopo dalla scoperta della mutazione di SCN4A come causa delle paralisi
iperkaliemiche periodiche, e stata individuata la prima mutazione epilettogena di un canale ionico,
nella subunita alfa 4 del recettore neuronale per I'acetilcolina, in pazienti affetti da ADNFLE23
(autosomal dominant nocturnal frontal lobe epilepsy) (Steinlein et al., 1995).

Successivamente sono state individuate molte altre mutazioni e varianti genetiche dei geni
codificanti per i canali ionici in diverse forme di epilessia (Avanzini et al., 2007; Kullmann et al.,
2010). Le mutazioni sono definite come le modificazioni nella sequenza di un gene che sono
chiaramente identificate come la causa della patologia, cosi il termine viene utilizzato per
descrivere le malattie mendeliane monogeniche. Le varianti genetiche consistono in modificazioni
che contribuiscono alla suscettibilita della patologia. Nelle epilessie poligeniche, uno specifico
fenotipo epilettico puo essere generato dalla combinazione di alleli di minore penetranza con largo
effetto, o di alleli poligenici con minore effetto e dall’interazione con fattori di tipo ambientale; in tali

casi singole modificazioni delle sequenze geniche contribuiscono alla suscettibilita all'epilessia e la
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loro implicazione nella genesi di una specifica patologia € spesso dedotta dal fatto che tali varianti
vengano identificate nei pazienti e che inducono effetti funzionali (Helbig et al., 2008).

Secondo i recenti dati della letteratura (Mantegazza, 2010), I'esempio piu tipico di mutazioni
epilettogene clinicamente rilevanti, € rappresentato dal gene SCN1A (codificante per la subunita
alfa del canale del sodio Nav 1.1), in cui sono state evidenziate centinaia di mutazioni diverse
epilettogene e, in numero minore, mutazioni causative di emicrania emiplegica.

Nelle epilessie mendeliane associate a canalopatie la modalita di trasmissione della malattia e
usualmente autosomica dominante. Tuttavia, € importante sottolineare che il link tra deficit
molecolare e fenotipo clinico rimane ancora incerto, ed una considerevole eterogeneita genetica e
fenotipica € comunemente osservata (Berkovic, 2006). Infatti, mutazioni localizzate in geni
differenti (eterogeneitd genetica), quali ad esempio canali sodio-dipendenti SCN1A, SCN1B,
SCN2A, possono determinare uno stesso fenotipo (GEFS+) e, al contrario, mutazioni localizzate in
uno stesso gene (SCN2A) possono causare fenotipi differenti (eterogeneita fenotipica) tipo GEFS+
oppure crisi neonatali infantili benigne familiari. Di difficile comprensione, inoltre, e la variabilita
fenotipica intrafamiliare osservata in molti di questi studi. Verosimilmente, anche in queste forme di
epilessie mendeliane altri geni oltre a quello “principale” mutato, in combinazione o meno con

fattori acquisiti, contribuiscono a determinare lo specifico fenotipo (Berkovic, 2006).

Canali del sodio voltaggio dipendenti

In base al tipo di gene-canale coinvolto, le epilessie associate a canalopatie sono usualmente
suddivise in due principali categorie: canali ionici voltaggio dipendenti (Na+, K+, Ca2+ e Cl+) e
canali ionici ligando-dipendenti (recettore nicotinico dell’acetilcolina e GABA a) (Alexander, 2008).

I canali del sodio sono stati i primi membri della superfamiglia dei canali ionici ad essere stati
scoperti; sono filogeneticamente i piu recenti essendosi evoluti dai canali del calcio voltaggio-
dipendenti. | canali ionici voltaggio dipendenti sono costituiti da una o piu subunita principali che
formano il poro del canale stesso (generalmente definite subunita alfa), e da un numero variabile di
subunita accessorie (beta, gamma etc) (Alexander, 2008).

La subunita alfa dei canali del sodio voltaggio dipendenti contiene i sensori del voltaggio e il poro
di conduzione degli ioni (Catterall, 2000), la subunita beta modifica la cinetica e permette
I'adesione cellulare interagendo con la matrice extracellulare, con altre molecole di adesione e con
il citoscheletro (Goldin, 2001). La subunita alfa & sufficiente per la formazione del canale. E’
composta da 4 domini omologhi principali (D1-D4), ciascuno contenente 6 segmenti alfa-elica
trans membrana (S1-S6) di cui una regione (S5-S6) controlla la selettivitd e la permeabilita del
poro del canale stesso. E’ presente inoltre un anello, che si immerge nella regione transmembrana
tra il segmenti S5-S6 a formare la porzione esterna del poro. A livello del poro e presente il filtro di
selettivita che consiste in un anello formato da 4 aminoacidi, aspartato-glutammato-lisina-alanina

(DEKA); mutazioni a carico di tale sequenza hanno infatti effetti rilevanti sulla selettivita del canale,
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a conferma dell’ ipotesi per cui, la sostituzione dei 4 aminoacidi con la corrispondente sequenza
(EEEE), propria nel canale del calcio, rende il canale selettivo nei confronti degli ioni Ca2+ anziché

di quelli Na+ (Heinemann et al., 1992b).

Si veda figura n°1

Fig.1: Rappresentazione schematica della
struttura del canale voltaggio dipendente del
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| canali del Na+ voltaggio dipendenti svolgono un ruolo essenziale nell'inizio e nella propagazione
del potenziale d’azione di membrana, motivo per cui sono fondamentali nel modulare I'eccitabilita
neuronale. Quando la membrana cellulare viene depolarizzata di pochi millivolts questi canali si
attivano e inattivano nel giro di pochi millisecondi; il flusso di ioni che si genera con la loro apertura
depolarizza ulteriormente la membrana e consente la fase di rapida salita del potenziale d'azione
(Catterall, 2000). I canali del sodio voltaggio dipendenti oscillano fra tre stati funzionali, in base al
valore assunto dal potenziale di membrana: chiuso, aperto e inattivato. Al potenziale di riposo della
membrana, proprio dei neuroni quiescenti, i canali si trovano nello stato chiuso. In risposta ad una
depolarizzazione della membrana essi passano dallo stato chiuso a quello aperto, con passaggio
di una corrente entrante di ioni sodio. Dopo pochi millisecondi dalla loro apertura i canali passano
ad uno stato inattivato nel quale non conducono ioni, secondo un fenomeno che prende il nome di
inattivazione veloce. Il ritorno della membrana a potenziali piu iperpolarizzati comporta il ritorno
allo stato inattivato, con la deattivazione, ossia il passaggio del canale dallo stato aperto allo stato
chiuso. Il canale inoltre pud anche andare incontro ad un processo di inattivazione lenta quando
sottoposto adepolarizzazioni prolungate, un processo cineticamente e meccanisticamente distinto

da quello di inattivazione veloce.

Si veda figura n°2

Fig.2: Stati funzionali dei canali voltaggio
dipendenti del sodio:

A potenziali iperpolarizzati di membrana il
canale si trova allo stato chiuso. In seguito ad
una iperpolarizzazione, il canale si apre per
un breve periodo, permettendo agli ioni Na+
di entrare nella cellula, e passa poi in uno
stato inattivato in cui non conduce piu ioni
(Manteaazza et al. 2010).




La voltaggio-dipendenza dell’'attivazione dei canali del sodio e di altri canali di questo tipo dipende
dal movimento di cariche verso I'esterno che avviene in risposta a cambiamenti nel potenziale
elettrico nella membrana (Hodgkin and Huxley, 1952).

Il segmento S4, ricco di aminoacidi carichi positivamente, ha appunto il ruolo di sensore del
voltaggio. S4 infatti contiene una sequenza in cui Si ripetono, ogni tre posizioni, un aminoacido
carico positivamente e due aminoacidi idrofobici, su questo viene quindi esercitata una forte
attrazione da parte della faccia interna della membrana, carica negativamente in condizioni di
rposo. La depolarizzazione indurrebbe una rotazione verso l'esterno del segmento S4, con

conseguenti cambiamenti conformazionali che portano all'apertura del poro.

Si veda figura n°3

Fig.3: Visione tridimensionale del canale, il colore verde

Cross-section

contraddistingue il poro centrale, attraverso cui fluiscono gli
ioni, e le sue connessioni con 'ambiente intra ed
extracellulare. Il colore rosso identifica i pori periferici,
contenenti i segmenti S4, e i loro collegamenti con il poro
centrale. (Catterall WA, 2001)

Attualmente, per i canali Na+ voltaggio dipendenti, sono stati identificati dieci geni codificanti la
subunita alfa, nove dei quali sono stati espressi e funzionalmente caratterizzati. Le diverse
isoforme mostrano distinta localizzazione (sistema nervoso centrale e periferico, muscolo
scheletrico e cardiaco) e differiscono lievemente tra loro in pattern di espressione tessutale e
proprieta biofisiche. Al momento attuale sono stati identificati 4 geni che codificano per le subunita
ausiliarie beta (Catteral, 2005). Secondo la convenzione dellUnione Internazionale di
Farmacologia (IUPHAR) la nomenclatura dei canali ionici (ad esempio Navl.1l) & costituita dal
simbolo chimico del principale ione permeante il canale (Na), seguito dall'indicazione del principale
regolatore fisiologico, indicato come pedice (Nav). Con un numero viene poi indicata la
sottofamiglia (Nav1l) e il numero dopo il punto decimale specifica I'isoforma (Nav1.1l). Quest'ultimo
numero viene assegnato in relazione, per quanto possibile, dell’ordine di scoperta dei vari geni.
Infine, le eventuali varianti di ogni isoforma sono contraddistinte con una lettera minuscola posta
dopo il secondo numero (Navl.1la) (Golding, 2000).

| sottotipi-canale Nav 1.1, Nav 1.2, Nav 1.3 e Nav 1.6 sono i principali canali del NA+ voltaggio
dipendenti, siti nel SNC, e sono codificati dai geni SCN1A, SCN2A,SCN3A, SCNS8A.

Tali geni sono raggruppabili in gruppi a seconda del cromosoma al quale appartengono: SCN1A,
SCN2A, SCN3A sono siti sul cromosoma 2, mentre SCN8A mappa sul cromosomalb.

| canali Nav.1 e Nav.3 sono primariamente siti nel corpo cellulare, i canali Nav1.2 negli assoni e
nei dendriti non ancora mielinizzati, i canali Nav1.6 negli assoni e nei dendriti mielinizzati. Questi

canali partecipano alla generazione dei potenziali di azionale somatodendritici e assonali e
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conducono anche correnti Na+ sottosoglia persistente, seguenti al potenziale d’ azione (Stuart,
1994). Sono state descritte un grande numero di mutazioni in SCN1A causative della Sindrome di
Dravet. Attualmente, secondo i vari dati riportati dalla letteratura oscillano dalle 500 (Marini 2011)
fino a 700 mutazioni possibili (Akiyama, 2012) e possono essere distribuite in modo casuale lungo
tutto il gene (Mulley et al 2006, Marini et al 2007, Depienne et al 2009a).

Si citano per maggiore correttezza bibliografica i seguenti siti specificii www.scnla.info e

www.molgen.ua.ac.be/SCN1AMutations/home/Default.cfm) (Mantegazza, 2010).

La frequenza delle mutazioni in SCN1A in tale Sindrome € stata riportata approssimativamente
fino al 70-80%, con una variabilita a seconda dei dati di letteratura che oscilla dal 40 al 100% dei
soggetti (Marini et al 2011, Guerrini 2012). Questa differenza non & spiegata dalla diversa origine
etnica perché é stata riportata in Europa, Giappone, Australia e Sud America ma presumibilmente
dipende anche dalla ristrettezza o0 meno dei criteri di selezione dei pazienti.

Le mutazioni prevalentemente descritte sono troncanti (40% dei casi) e missense (40% dei casi).
Nel 2-3% di tutti i casi sono state riportate delezioni intrageniche e delezioni dell'intero gene, che
includono solo SCN1A o anche i geni contigui; il 12.5 % dei casi descritti non mostrano mutazione
in SCN1A in alcun punto (Marini, 2009). Variazioni del numero di copie (CNV), con conseguenti
duplicazioni e amplificazioni che coinvolgono SCN1A, sono meccanismi molecolari supplementari
rari.(Marini, 2009; Guerrini 2012). La maggioranza delle mutazioni descritte occorrono de novo, ma
nel 5-10% dei casi sono descritte delle mutazioni familiari, generalmente missenso (Claes et al
2001, Nabbout et al 2003, Wallace et al 2003). In alcune di tali circostanze, in cui & stata descritta
'occorrenza di mutazioni familiari, € stata ipotizzata la presenza di un mosaicismo germinale o
somatico, che potrebbe spiegare la presenza di un genitore sano o che presenta un fenotipo lieve,
rientrante nello spettro delle GEFS+.In uno studio condotto da Depienne (2010) é stata evidenziata
la presenza di un mosaicismo almeno nel 7% dei familiari dei soggetti affetti da DS. La proporzione
degli alleli mutati nel campione ematico dei 12 pazienti descritti nello studio varia dallo 0.4%
all’85% e viene pertanto ipotizzato come possibile fattore significativo sottostante alla variabilita

fenotipica familiare descritta (Depienne et al 2010).

Eziopatogenesi delle canalopatie epilettogene

La caratterizzazione della struttura molecolare dei canali ionici coinvolti, ha permesso, tramite la
combinazione di tecniche elettrofisiologiche e biomolecolari, I'analisi dei rapporti struttura-funzione
sia in condizioni fisiologiche che patologiche. Cio ha permesso di dimostrare che alcune mutazioni
di geni che codificano per canali ionici sono responsabili di forme particolari di epilessia, definite
appunto canalopatie epilettogene, e di definire con piu chiarezza la disfunzione responsabile della
scarica epilettica (Avanzini 2007). Le modalita con cui la mutazione di un gene-canale pud dar
luogo direttamente ad un’alterazione epilettogena di eccitabilita neuronale senza necessita di una

mediazione neuropatologica sono ben esemplificate dai risultati dello studio dei canali Na+.



Considerando le alterazioni di tali canali, il target di mutazioni epilettogene piu frequentemente
colpito & rappresentato dall'isoforma Nav1l.1, dovuto a mutazioni del gene SCN1A. (Avanzini et al.,
2007). Secondo i dati della letteratura, piu della meta delle alterazioni coinvolte nella genesi della
DS comportano perdita di funzione dovuta alla presenza di codoni di stop o di delezioni,
dimostrando che l'aploinsufficienza di SCN1A e patogenetica, per cui la quantita di proteina
prodotta da una singola copia di un gene non é sufficiente per assicurare la normale funzione. In
tali soggetti, mutazioni missenso dell'isoforma Navl1.1 sono concentrati nei segmenti della proteina
trans membrana, dove essi possono impedire il folding del canale, danneggiandone severamente
la funzione (Catteral, 2000).Desta sicuramente curiosita il fatto che I'aploinsufficienza dei canali del
Na possa causare una scarica neuronale ipersincrona, da crisi epilettica, dato che la riduzione
della corrente del Na+ dovrebbe condurre a una riduzione dell’eccitabilita piuttosto che a un
aumento. Per comprendere la fisiopatologia alla base dell'ipereccitabilita della SMEI, sono stati
condotti degli studi su modelli murini, con evidenza che il topo in omozigosi Knock-out per Nav 1.1
presentava atassia e poi a morte, il topo eterozigote presentava crisi epilettiche e poi morte
(Catteral, 2000). La densita della corrente del Na+ era ridotta in modo sostanziale negli
interneuroni inibitori sia del topo in omozigosi che in eterozigosi Knock-out mentre restava invariata
nei neuroni delle cellule piramidali. Tale riduzione della corrente Na+ causava una perdita dei
potenziali d'azione a frequenza alta e sostenuta negli interneuroni corticali e ippocampali,
compromettendo la loro funzione inibitoria in vivo, che dipende dalla generazione di bursts di
potenziali d’azione ad alta frequenza. Tali osservazioni hanno permesso agli autori di ipotizzare
che la riduzione delle correnti del Na+ negli interneuroni inibitori GABAergici in soggetti Nav1.1(+/-)
eterozigoti potesse causare un’ipereccitabilita tale da comportare crisi epilettiche in soggetti affetti
da DS. Infatti la riduzione del tono GABAergico inibitorio interneuronale consentirebbe un aumento

dell’eccitabilita dei neuroni piramidali.

Perdita di eccitabilita degli interneuroni GABAergi ci e co-morbidita presenti in soggetti
affetti da Sindrome di Dravet

Ulteriori studi hanno studiato la possibile correlazione tra la riduzione di eccitabilita degli
interneuroni GABAergici e gli altri disturbi di tipo neuropsichiatrico, presenti in co-morbilita con
I'epilessia, in soggetti affetti da DS. Le cellule del Purkinje sono neuroni inibitori GABAergici, i quali
sono coinvolti nel pathway di uscita delle informazioni sul movimento, la coordinazione e I'equilibrio
della corteccia cerebellare. E’ stata notata un’associazione tra, la degenerazione dei neuroni del
Purkinje e 'anomala espressione di canali ionici voltaggio-dipendenti in essi presenti, con I'atassia
(Grusser, 2001). A conferma di cio studi sperimentali hanno dimostrato la presenza di severi deficit
motori in topi NaV1.1 knockout omozigoti, con segni neurologici caratterizzati da disturbi della
locomozione, lieve tremore agli arti e consistenti disfunzioni cerebellari (Yu FH, 2006). Una minore

compromissione della deambulazione €& stata osservata in topi Knock-out eterozigoti. | canali
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NaV1.1 and NaV1.6 rappresentano le isoforme del canale del Na+ maggiormente espresse nelle
cellule cerebellari del Purkinje (53), facendo ipotizzare che la perdita di questi canali nelle cellule
del Purkinje pud almeno in parte contribuire ai deficit motori quali atassia e affini riscontrati in
soggetti affetti da DS. | bambini affetti da DS presentano in alcuni casi una significativa
compromissione del sonno (Nolan, 2006). In studi condotti sui topi NaV1.1 + / - & stata evidenziata
la presenza di una durata di sonno non-REM ridotta rispetto alla norma (Kalume et al, 2010).

Le correnti di sodio e i potenziali d'azione sono alterati nei neuroni GABAergici del nucleo
reticolare del talamo (RNT), coinvolti in un circuito tri-sinaptico con le cellule talamiche e le cellule
piramidali corticali. Queste ultime generano gli spindles del sonno nella corteccia cerebrale, che

sono indice di un buon andamento del sonno. (Kalume et al., 2010).

Suscettibilita alle crisi indotte dall'iperpiressia in un modello murino Nav1.1 +/ -

Esperimenti condotti su modelli murini hanno infine dimostrato la presenza di un periodo critico di
transizione per la suscettibilita alle crisi epilettiche e hanno rilevato una stretta corrispondenza tra
I'essere 'umano e il modello murino relativamente all'esordio eta e temperatura dipendente nelle
crisi presenti nella Sindrome di Dravet e nella loro progressione. E’ infatti noto che, nonostante la
variabilita fenotipica, la quasi totalita dei soggetti portatori di una mutazione SCN1A, presentano
frequentemente episodi critici in occasione di iperpiressia e cio rappresenta in molti casi la prima
manifestazione della patologia. Talora le crisi febbrili persistono oltre i 6 anni 0 sono associate con
crisi afebbrili generalizzate e vengono definite crisi febbrili “plus”.

Con l'uso di modelli murini & stato dimostrato che I'aploinsufficienza dei canali Navl.1 é sufficiente
per indurre episodi critici in iperpiressia. In particolare inoltre i topi NaV1.1 + / -manifestavano una
suscettibilita a sviluppare episodi critici in iperpiressia in tempi piu precoci rispetto a episodi critici

spontanei.

Sindrome di Dravet in assenza di alterazioni in SCN 1A

Al fine di identificare nuovi geni responsabili della Sindrome di Dravet, in caso di negativita per
mutazioni in SCN1A, Depienne e colleghi hanno sottoposto 41 pazienti con DS a micro-
riarrangiamenti con microarray SNP ad alta densita. E stata identificata in un paziente di sesso
maschile una delezione emizigote sul cromosoma Xg22.1,che comprende il gene PCDH19.

A conferma che tale gene potrebbe essere responsabile di una sindrome simil-Dravet, la sua
regione codificante & stata sequenziata in 73 ulteriori pazienti negativi per mutazioni in SCN1A.
Sono state identificate in 11 pazienti di sesso femminile (15%) mutazioni puntiformi differenti
(quattro missenso e cinque troncante mutazioni). Lo spettro di mutazioni includeva anche
mutazioni non-sense, piccole delezioni/inserzioni, con introduzione di una frameshift nonché

mutazioni missenso, che interessano amminoacidi della proteina altamente conservati,
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prevalentemente nel dominio extracellulare, presumibilmente coinvolti nell'interazione cellula-
cellula (Depienne).

Queste mutazioni potrebbero quindi comportare una perdita di funzione dell’allele mutato.
La Protocaderina 19 € una proteina trans membrana composta da 1148 aminoacidi, appartenente
alla sottoclasse delta2 della superfamiglia delle caderina ed é altamente espressa nei tessuti
neurali, in diversi stadi di sviluppo (Depienne). Le precise funzioni della proteina rimangono finora
sconosciute. Tuttavia, sono state segnalate in vitro delle adesioni cellula-cellula, per le quali
potrebbe regolare l'instaurarsi di connessioni neuronali durante lo sviluppo cerebrale (Depienne).
| pazienti con mutazioni PCDH19 potrebbero presentarsi con caratteristiche cliniche simili a
pazienti con mutazioni in SCN1A, includendo l'associazione all’esordio delle convulsioni febbrili e
senza febbre, la presenza di episodi critici che si verificano in clusters, la presenza del ritardo dello
sviluppo psicomotorio e del linguaggio, disturbi del comportamento e regressione cognitiva.

Gli autori hanno riportato tuttavia in pazienti con mutazioni PCDH19, la presenza di differenze
sottili ma costanti nell'evoluzione dell’epilessia e la presenza di un numero inferiore di crisi
polimorfiche (in particolare relativamente alle crisi mio cloniche e alle assenze atipiche). Questi
risultati dimostrano che PCDH19 svolge un importante ruolo nell’lambito delle encefalopatie
epilettiche, con uno spettro clinico almeno in parte sovrapponibile alla Sindrome di Dravet
(Depienne).

Sono stati inoltre descritti in letteratura dei rari casi di mutazioni nel gene GABRG2, sito sul
cromosoma 5qg34, che codifica per il recettore dell’acido gamma-aminobutirrico (GABA).

I GABA ¢ il principale neurotrasmettitore inibitorio del cervello dei mammiferi, dove agisce sui
recettori GABA-A, che sono ligando-dipendenti canali del cloro. | recettori GABA-A presentano una
struttura pentamerica e sono costituiti da proteine appartenenti a diverse subunita: alfa, beta,
gamma, delta e rho. Mutazioni in questo gene sono state associate con la sindrome GEFS+.

In particolare in un lavoro di Harkin (2002) in cui viene esaminata una famiglia con fenotipo

GEFS +, fra cui e stato descritto un individuo con epilessia mioclonica severa dell'infanzia, & stata
trovata una mutazione sul recettore GABAA-g2. Tale mutazione tuttavia non e stata dimostrata in
una casistica costituita da 29 casi sporadici (Ohmori, 2002). E’ dello stesso autore un lavoro in cui
venivano stati studiati i modificatori genetici della Sindrome di Dravet. In particolare veniva
eseguita una analisi mutazionale di tutti gli esoni codificanti di CACNA1A (codificante per il canale
del calcio voltaggio dipendente) in 48 soggetti con sindrome di Dravet, al fine di valutare gli effetti
delle varianti CACNALA su tali fenotipi epilettici. Pertanto erano stati confrontati due gruppi: il
primo che comprendeva soggetti che presentavano mutazioni in SCN1A ma non CACNA1A
varianti (n = 20) e l'altro gruppo che comprendeva soggetti con mutazioni SCN1A piu varianti
CACNALA (n = 20). In tale studio veniva rilevato che i soggetti ospitanti SCN1A mutazioni e
varianti CACNA1A avevano presentato un numero maggiore di crisi a tipo assenza, rispetto ai

pazienti con solo mutazioni SCN1A (8/20). Inoltre, il primo gruppo di soggetti aveva presentato un
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esordio piu precoce delle crisi epilettiche e convulsioni prolungate piu frequenti rispetto a
guest'ultimo gruppo di soggetti. L'autore concludeva il lavoro affermando che le varianti nel gene
CACNAL1A in alcuni soggetti con sindrome di Dravet possono modificare il fenotipo epilettico.

In n letteratura sono presenti delle segnalazioni riguardanti il possibile coinvolgimento del gene
SCN1B (che codifica per la sub unita 1beta del canale del sodio)nella genesi della DS. In
particolare Patino et al. (2009) avevano descritto un paziente con tale mutazione, che presentava
perd un fenotipo piu severo rispetto alla DS. Nel lavoro di Young Ok Kim del 2013, sono stati
studiati 54 pazienti affetti da DS reclutati in quattro centri, in cui non é stata identificata alcuna
mutazione in SCN1B. Gli autori hanno cluncluso affermando che le mutazioni in SCN1B non
rappresentano una comune causa di Sindrome di Dravet.

In ultimo in un lavoro di Singh et al del 2009 viene ipotizzato il ruolo del gene SCN9A come
potenziale gene modificatore nella Sindrome di Dravet.

Il gene SCN9A codifica per la subunita alfa di un canale di sodio chiamato NaV1.7, espresso nelle
cellule nervose implicate nella trasmissione dei segnali relative al dolore (nocicettori). Tuttavia,
oltre a tali note funzioni sono presenti in letteratura delle segnalazioni relativamente al
coinvolgimento di mutazioni di questo gene in soggetti affetti da convulsioni febbrili.

Nel lavoro di Singh et al viene in particolare esaminato un campione di soggetti affetti da SD,
alcuni dei quali presentano anche delle varianti in SCN9A. Gli autori infatti partendo dalla
considerazione secondo cui in taluni casi le mutazioni riscontrate in SCN1A non sono sufficienti a
giustificare il quadro clinico (poiché le mutazioni sono state ereditate da genitori asintomatici o
perché il tipo di mutazione appare meno severa rispetto alla possibilitd di determinare la completa
perdita di funzione del gene), hanno riscontrato su 6 di 7 soggetti della loro casistica di pazienti
affetti da DS e con mutazione SCN1A di tipo missense o splice-site, la presenza di varianti
SCNOYA. Gli autori hanno ipotizzato che la presenza unicamente di varianti in SCN9A possano
essere coinvolte in convulsioni febbrili, mentre unitamente alla presenza di una mutazione
causativa in SCN1A possano determinare modificazioni del fenotipo nel contesto della Sindrome di
Dravet, assumendo quindi il ruolo di gene “modificatore”. Non e di fatto ancora chiaro in quale

modalita le varianti in SCN1A possano comportarsi da geni modificatori.

Obiettivo dello studio

L’ obiettivo del presente studio € stato studiare in modo approfondito dal punto di vista genetico un
campione di soggetti affetti da Sindrome di Dravet, con una mutazione causativa in SCN1A, al fine
di ricercare la presenza di varianti geniche, in primo luogo fra quelle descritte in letteratura per
essere associate alla Sindrome di Dravet, allargando poi lo spettro anche a possibili varianti non
direttamente connesse a SCNI1A, quindi verosimilmente meno coinvolte ai fini della
determinazione del fenotipo. Ulteriore scopo della ricerca, sebbene statisticamente meno

probabile, data anche l'esiguita del campione, e stato di individuare in soggetti fenotipicamente
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diversi un possibile gene "second hit”, ovvero un gene “modificatore”, che potesse quindi alterare
in modo significativo il fenotipo classico. Per eseguire tali studi e stata applicata a tale campione la
piattaforma “Next Generation Sequencing”, che comprende 106 geni dell'epilessia.

Cio al fine di individuare delle possibili correlazioni genotipo-fenotipico che potessero spiegare la

significativa variabilita fenotipica in soggetti affetti da tale Encefalopatia epilettica.
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Capitolo 2- Materiali e metodi

C.Dravet nel 1978 a Marsiglia per prima descrisse la Sindrome di Dravet, conosciuta anche come
Epilessia Mioclonica Severa dell'lnfanzia (SMEI), quando identifico un gruppo di bambini con
episodi critici ad ad esordio in eta infantile, con uno sviluppo psicomotorio precoce nella norma e
un grave decorso caratterizzato da episodi critici ricorrenti, di diversa semeiologia, con presenza
per la maggioranza dei bambini di crisi miocloniche. Per tutti i bambini descritti veniva riportato un
importante deterioramento cognitivo (Dravet, 1978).

C.Dravet osservo che tali bambini potevano essere soggetti a episodi di “stati epilettici” scatenati
dall'iperpiressia e potevano essere facilmente distinti dai bambini affetti da altre forme di epilessia
generalizzata sintomatica, come ad es. la Sindrome di Lennox-Gastaut. Infine osservo che circa il
50% della sua casistica presentava una familiarita per convulsioni febbrili o epilessia.

Negli anni successivi alcuni autori descrissero casi simili in Europa e in Giappone (Dalla
Bernardina et al 1982; Ogino 1986); furono pertanto presentati i primi 42 casi diagnosticati a
Marsiglia in occasione del Congresso Internazionale di Epilessia di Kyoto del 1981 (Dravet et al
1982). Studi seguenti chiarirono che le crisi miocloniche potevano essere del tutto assenti o
rappresentare una minoranza rispetto agli altri tipi di crisi (Ogino 1989, Dravet 1992); apparve
chiaro inoltre che I'epilessia non era limitata all’infanzia e alladolescenza ma persisteva nella vita
adulta. Nel 1989 la Task-Force della ILAE propose l'uso dell'eponimo “ Dravet syndrome”
(Commission on Classification and Terminology of the International League Against Epilepsy,
1989) per differenziarla rispetto alle sindromi in cui le crisi miocloniche erano prevalenti.

Secondo la Classificazione della ILAE (1989) i criteri diagnostici della Sindrome di Dravet sono i
seguenti:

- alta incidenza di familiarita per epilessia o convulsioni febbrili.

- crisi febbrili e afebbrili generalizzate e unilaterali, cloniche o tonico-cloniche, che occorrono nel
primo anno di vita in un bambino con sviluppo psicomotorio nella norma fino all'esordio delle crisi,
a cui successivamente si associano mioclonie, assenze atipiche e crisi parziali.

- il tracciato elettroencefalografico allo stadio iniziale usualmente non mostra scariche
parossistiche, ma successivamente compaiono punte onda generalizzate e polipunte onda e
anomalie focali; pud comparire precocemente la fotosensibilita.

- lo sviluppo psicomotorio € inizialmente normale e mostra un ritardo da secondo anno di vita
associate a alterazioni di tipo neurologico quali atassia, segni piramidali e mioclono intercritico.

- tutti i tipi di crisi sono farmaco resistenti.

Secondo la classificazione proposta dalla ILAE (Engel 2001) la Sindrome di Dravet & considerata
“un’encefalopatia epilettica”, intendendo con tale espressione una condizione in cui le stesse
anomalie epilettiformi sono rilevanti nel contribuire al progressivo deterioramento della funzione
cerebrale. Tale concetto fa riferimento alla farmacoresistenza delle crisi, all’arresto delle

acquisizioni o al deterioramento cognitivo, alle anomalie neurologiche a al decorso progressivo
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della sindrome. Tale espressione viene usata parimenti in riferimento alla Sindrome di West e alla
Sindrome di Lennox-Gastaut. Nel 1997 il gruppo di Berkovic descriveva una forma di epilessia
familiare apparentemente non collegata definita “epilessia generalizzata con convulsioni febbrili
plus” (GEFS+) (Scheffer et al 1997). In tale forma di epilessia, all'interno della stessa famiglia, vari
membri presentavano episodi critici di differente semeiologia e di severita marcatamente differente
'uno dall’altro. Veniva inoltre descritta una predisposizione a presentare crisi in febbre, sebbene
tale suscettibilita non era universale. Il fenotipo piu lieve e piu comune nelle famiglie GEFS+ era
costituito dalle convulsioni febbrili classiche, tuttavia venivano descritte anche delle “convulsioni
febbrili plus” in cui 'occorrenza delle convulsioni febbrili superava I'eta tipica dei 5 anni di eta e
potevano manifestarsi anche in apiressia. Tali convulsioni febbrili plus usualmente non si
presentavano oltre il decimo anno di etd ma eccezionalmente potevano presentarsi anche in eta
adulta. Il fenotipo GEFS+ presentava severita e complessita variabili cosi che alcuni soggetti
potevano presentare in associazione alle convulsioni febbrili classiche o plus o, in modo esclusivo,
degli episodi caratterizzati da crisi a tipo assenza, crisi miocloniche, crisi atoniche.

GEFS+ e comunque generalmente associato con un eccellente outcome neurologico e non
determina un aumentato rischio di presentare ulteriori episodi critici per la maggioranza dei
soggetti affetti. Inizialmente il gruppo di Berkovic identifico come fenotipo piu severo nell’ambito
dell'epilessia GEFS+, una forma di epilessia, definita “Mioclono-Astatica” e descritta da Doose
(1970) e Guerrini (2005). Studi successivi disconfermarono tale ipotesi iniziale e lo stesso gruppo
di Berkovic nel 2001 rivolse l'attenzione verso i soggetti affetti dalla Sindrome di Dravet,
identificando delle caratteristiche coerenti con lo spettro dell’epilessia GEFS+ e ipotizzando
pertanto che gli stessi geni potevano essere coinvolti nel contribuire al fenotipo della DS, almeno in
alcuni casi. Nel 1998 il gruppo di Berkovic identifico il primo gene eziopatologicamente coinvolto in
GEFS+, descrivendo in una famiglia numerosa con fenotipo GEFS+, una mutazione in SCN1B,
codificante per la sub-unita beta del canale del sodio voltaggio dipendente e sito sul braccio lungo
del cromosoma 19 (19q 13.1) (Wallace et al 1998).

Nel 2000, Escayg identifico in 2 famiglie con fenotipo GEFS+ una mutazione in SCN1A,
codificante per la su-unita alfal del canale del sodio e sito sul braccio lungo del cromosoma 2 (2q
21-q 33)(Escayg 2000). Partendo dalla considerazione che i bambini affetti dalla DS presentavano
una importante suscettibilita a presentare crisi in iperpiressia, il gruppo belga guidato da Claes
studio 7 bambini affetti dalla DS allo scopo di ricercare delle mutazioni in SCN1A. Vennero in tale
occasione identificate mutazioni in ogni caso studiato e in ognuno di essi la mutazione era de novo
(Claes 2001). Questo dato mise in luce una importante discrepanza tra la familiarita per crisi,
descritta nei soggetti affetti da DS fino al 50% dei casi affetti e la scoperta, d'altro canto, di
mutazioni SCN1A de novo in una significativa proporzione di pazienti (Sun 2008).

Attualmente e chiaro che le mutazioni de novo occorrono nel 95% dei soggetti affetti e, in modo

significativo, il 5% dei soggetti mostrano mutazioni familiari in cui i rispettivi soggetti affetti
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presentano un fenotipo lieve,che, in modo verosimile potrebbe rientrare nello spettro GEFS+.
Questi ultimi dati di genetica molecolare oggettivano dal punto di vista scientifico la prima,
originale, osservazione clinica di un’unica origine genetica dello spettro GEFS+ e Sindrome di
Dravet. (Scheffer 2009). Sono state descritte un grande numero di mutazioni in SCNI1A,
attualmente, secondo i vari dati riportati dalla letteratura oscillano dalle 500 (Marini 2011) fino a
700 mutazioni possibili (Akiyama, 2012) e possono essere distribuite in modo casuale lungo tutto il
gene (Mulley et al 2006, Marini et al 2007, Depienne et al 2009a).

Si citano per maggiore correttezza bibliografica i seguenti siti specificii www.scnla.info e

www.molgen.ua.ac.be/SCN1AMutations/home/Default.cfm) (Mantegazza, 2010).

La frequenza delle mutazioni in SCN1A nella Sindrome di Dravet e stata riportata
approssimativamente fino al 70-80%, con una variabilitd a seconda dei dati di letteratura che
oscilla dal 40 al 100% dei soggetti (Ceulemans 2004, Marini et al 2011, Guerrini 2012). Questa
differenza non e spiegata dalla diversa origine etnica perché e stata riportata in Europa, Giappone,
Australia e Sud America ma presumibilmente dipende anche dalla ristrettezza o0 meno dei criteri di
selezione dei pazienti. Le mutazioni prevalentemente descritte sono troncanti (40% dei casi) e
missense (40% dei casi). Nel 2-3% di tutti i casi sono state riportate delezioni intrageniche e
delezioni dell'intero gene, che includono solo SCN1A o anche i geni contigui; il 12.5 % dei casi
descritti non mostrano mutazione in SCN1A in alcun punto (Marini, 2009). Variazioni del numero di
copie (CNV), con conseguenti duplicazioni e amplificazioni che coinvolgono SCN1A, sono
meccanismi molecolari supplementari rari. (Marini, 2009; Guerrini 2012).

Come gia precedentemente indicato, la maggioranza delle mutazioni descritte occorrono de novo,
ma nel 5-10% dei casi sono descritte delle mutazioni familiari, generalmente missenso (Claes et al
2001, Nabbout et al 2003, Wallace et al 2003). In questi casi alcuni componenti della famiglia
presentano la mutazione in SCN1A e presentano un fenotipo mild, rientrante nello spettro delle
GEFS+ (Nabbout et al 2003), mentre uno o piu dei bambini della famiglia presentano un fenotipo
da DS. A tal proposito sono state ipotizzate alcune considerazioni generali in relazione alla
variabilita genotipo-fenotipo. Le mutazioni troncanti, non sense e frame-shift e le delezioni parziali
o totali dellintero gene sono state correlate al fenotipo classico della DS e appaiono
significativamente correlate a un esordio delle crisi piu precoce (Marini et al 2007). La severita del
fenotipo &€ anche correlata alla localizzazione delle mutazioni, in particolare e stato ipotizzato che
le mutazioni missense che coinvolgono la regione che forma il poro del canale possano essere piu
specificatamente coinvolte nel fenotipo da DS, mentre le mutazioni missense associate con lo
spettro GEFS+ possano essere piu frequentemente localizzate al di fuori della regione che forma il
poro del canale (Meisler 2005). Tuttavia questa correlazione genotipo-fenotipo non €& cosi
frequentemente osservata e d’altronde le stesse mutazioni e delezioni in SCN1A possono causare

in alcuni soggetti la Sindrome di Dravet in altri il fenotipo GEFS+ (Escayg et al 2000, Guerrini et al
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2010, Suls et al 2010), suggerendo l'ipotesi che altri fattori possano essere coinvolti, quali ad es.
altri geni modificatori, il background genetico in generale e/o fattori ambientali.

In alcune di tali circostanze inoltre, in cui € stata descritta 'occorrenza di mutazioni familiari, & stata
ipotizzata la presenza di un mosaicismo germinale o somatico, che potrebbe spiegare la presenza
di un genitore sano o che presenta un fenotipo lieve. In uno studio condotto da Depienne (2010) é
stata evidenziata la presenza di un mosaicismo almeno nel 7% dei familiari dei soggetti affetti da
DS. La proporzione degli alleli mutati nel campione ematico dei 12 pazienti descritti nello studio
varia dallo 0.4% all'85% e viene pertanto ipotizzato come possibile fattore significativo sottostante
alla variabilita fenotipica familiare descritta (Depienne et al 2010).

Secondo i dati della letteratura, nei pazienti che presentano una diagnosi clinica da DS, ma nei
guali non sono state identificate mutazioni nel gene SCN1A, é possibile ipotizzare la presenza di
delezioni nelle regioni esoniche di SCN1A o dei geni contigui (Marini et al 2007). Tali anomalie
sono state identificate con metodiche genetiche raffinate, quali MLPA (multiplex ligation-dependent
probe amplification) e successivamente caratterizzate con I'ibridazione comparativa del genoma
(mediante CGH) al fine di determinare la dimensione delle anomalie e identificare ogni o piu gene
supplementare coinvolto (Marini et al 2009). Allo scopo di identificare anomalie cromosomiche di
dimensioni ridotte che possono coinvolgere SCN1A puo essere utilizzata I'analisi dell’aplotipo,
mediante l'uso di markers microsatelliti e polimorfismi di singoli nucleotidi (SNPs) e multiplex
amplicon quantification (MAQ). Nel 2-3% dei casi affetti da DS, ovvero il 12.5% dei pazienti affetti
da DS nei quali non é stata identificata alcuna mutazione mediante la metodica classica di
sequenziamento secondo il metodo Sanger, sono state identificate delezioni intrageniche o
dell'intero gene che includono solo SCN1A o anche geni contigui (Marini et al 2009). Tuttavia
bisogna indicare che alcuni studi hanno evidenziato che non sono presenti differenze cliniche
significative fra i pazienti in cui le delezioni coinvolgono solamente SCN1A e i pazienti nei quali
anche i geni contigui sono stati rimossi ( Marini et al 2009).

Nel corso del tempo, allo scopo di individuare quali altri fattori di origine genetica possano essere
coinvolti quando con le metodiche di indagine genetica non vengono identificate mutazioni in
SCNZ1A, sono stati presi in considerazione mutazioni in altri geni.

Numerosi studi sono infine stati condotti al fine di approfondire la presenza di alterazioni genetiche
nei casi SCN1A negativi. In particolare gli altri geni che sono stati segnalati in letteratura sono i
seguenti: PCDH19, GABRG2, CACNA1A, SCN1B, SCN9A.

I gene PCDH19 codifica per una proteina trans membrana composta da 1148 aminoacidi,
appartenente alla sottoclasse delta2 della superfamiglia delle caderina, ed e altamente espressa
nei tessuti neurali, in diversi stadi di sviluppo (Depienne). Le precise funzioni della proteina
rimangono finora sconosciute, tuttavia, sono state segnalate in vitro delle adesioni cellula-cellula,
per le quali potrebbe regolare l'instaurarsi di connessioni neuronali durante lo sviluppo cerebrale

(Depienne).Sono stati descritti dei rari casi di mutazioni nel gene GABRGZ2, sito sul cromosoma
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5934, che codifica per il recettore dell’'acido gamma-aminobutirrico (GABA). Il GABA ¢ il principale
neurotrasmettitore inibitorio del cervello dei mammiferi, dove agisce sui recettori GABA-A, canali
del cloro ligando-dipendenti. | recettori GABA-A presentano una struttura pentamerica e sono
costituiti da proteine appartenenti a diverse subunita: alfa, beta, gamma, delta e rho. Mutazioni in
guesto gene sono state associate con la sindrome GEFS+.

In un lavoro di Ohmori nel 2002 € stata eseguita una analisi mutazionale di tutti gli esoni codificanti
di CACNAZ1A (codificante per il canale del calcio voltaggio dipendente) in 48 soggetti con sindrome
di Dravet, al fine di valutare gli effetti delle varianti CACNA1A su tali fenotipi epilettici.

L’'autore ha concluso il lavoro affermando che le varianti nel gene CACNA1A in alcuni soggetti con
sindrome di Dravet possono modificare,peggiorandolo, il fenotipo epilettico.

In letteratura sono presenti delle segnalazioni riguardanti il possibile coinvolgimento del gene
SCNI1B (che codifica per la sub unita 1lbeta del canale del sodio) nella genesi della DS. In
particolare Patino et al. (2009) avevano descritto un paziente con tale mutazione, che presentava
perd un fenotipo piu severo rispetto alla DS. Nel lavoro di Young Ok Kim del 2013, sono stati
studiati 54 pazienti affetti da DS reclutati in quattro centri, in cui non e stata identificata alcuna
mutazione in SCN1B. Gli autori hanno concluso affermando che le mutazioni in SCN1B non
rappresentano una comune causa di Sindrome di Dravet.

In ultimo in un lavoro di Singh et al del 2009 viene ipotizzato il ruolo del gene SCN9A come
potenziale gene modificatore nella Sindrome di Dravet.

Il gene SCN9A codifica per la subunita alfa di un canale di sodio chiamato NaV1.7, espresso nelle
cellule nervose implicate nella trasmissione dei segnali relative al dolore (nocicettori). Tuttavia,
oltre a tali note funzioni sono presenti in letteratura delle segnalazioni relativamente al
coinvolgimento di mutazioni di questo gene in soggetti affetti da convulsioni febbrili.

Nel lavoro di Singh et al viene in particolare esaminato un campione di soggetti affetti da SD,
alcuni dei quali presentano anche delle varianti in SCN9A. Gli autori infatti partendo dalla
considerazione secondo cui in taluni casi le mutazioni riscontrate in SCN1A non sono sufficienti a
giustificare il quadro clinico (poiché le mutazioni sono state ereditate da genitori asintomatici o
perché il tipo di mutazione appare meno severa rispetto alla possibilitd di determinare la completa
perdita di funzione del gene), hanno riscontrato su 6 di 7 soggetti della loro casistica di pazienti
affetti da DS e con mutazione SCN1A di tipo missense o splice-site, la presenza di varianti
SCNO9A.GIi autori hanno ipotizzato che la presenza unicamente di varianti in SCN9A possano
essere coinvolte in convulsioni febbrili, mentre unitamente alla presenza di una mutazione
causativa in SCN1A possano determinare modificazioni del fenotipo nel contesto della Sindrome di
Dravet, assumendo quindi il ruolo di gene “modificatore” e ipotizzando quindi la teoria del “second
hit” in certi soggetti affetti da DS. Non & di fatto ancora chiaro in quale modalita le varianti in

SCN1A possano comportarsi da geni modificatori.



Secondo i dati della letteratura rimane ancora una percentuale di soggetti affetti da Sindrome di
Dravet in cui non & stato possibile accertare al momento un’ alterazione genetica specifica (circa il
20%, Akiyama, 2012).

Pertanto, le riflessioni metodologiche possibili riguardano da un lato la necessita di utilizzo di
tecniche di indagine di genetica molecolare ancora piu sofisticate e complete, al fine di verificare |l
coinvolgimento di geni modificatori, noti o fino al momento attuale non noti, dall’altro non si pud
escludere che un altro gene, diverso da SCN1A, possa causare un fenotipo simile e che altri fattori
possano giocare un ruolo nel determinare le correlazioni genotipo-fenotipo.

Infatti, bisogna considerare che trattandosi di una patologia multifattoriale, molteplici fattori
possono essere coinvolti ed entrare in relazione fra loro, fra cui il background genetico, fattori

epigenetici e ambientali.

Casi
Lo studio in oggetto riguarda I'analisi di un campione di 10 soggetti, seguiti presso seguiti la

Struttura Semplice Funzioni Speciali di Epilettologia dell'Infanzia e dell'Adolescenza (Responsabile
Prof. P. Veggiotti), allinterno della Struttura Complessa di Neuropsichiatria Infantile (Prof. U.
Balottin) presso I'IRCCS Fondazione lIstituto Neurologico Nazionale Casimiro Mondino di Pavia.
Tali soggetti rispondono ai criteri diagnostici clinici della Sindrome di Dravet, secondo la nuova
classificazione dellILAE. La diagnosi e stata formulata presso la nostra Struttura o presso altri
Centri di provenienza. Sono stati selezionati rispetto a una casistica di 30 pazienti rispetto alla
presenza di mutazione accertata nel gene SCN1A gia descritta in letteratura, salvo un caso in cui
non era stata ancora eseguita I'indagine genetica allo scopo di ricercare la mutazione in SCN1A.
Tali soggetti vengono seguiti tuttora presso il nostro Centro (salvo un caso, seguito dal Servizio di
Neurologia Adulti, per compimento della maggiore eta), per monitoraggio periodico di tipo clinico e
strumentale. Da tali controlli emerge una significativa variabilita fenotipica, relativamente in
particolare alla semeiologia critica, alla farmaco-resistenza, alle alterazioni neurologiche, alle
sequele cognitive e alle alterazioni comportamentali associate.

in particolare, dalla revisione anamnestica sono emersi seguenti dati:

- 8 soggetti su 10 hanno presentato il primo episodio critico fra i 5 e gli 8 mesi di vita, periodo
temporale in cui maggiormente é riportato in letteratura I'esordio delle crisi.

- 6 soggetti su 10 hanno presentato il primo episodio critico in iperpiressia (TC>37.6C)

- in 8 soggetti su 10 la durata di tale episodio & stata superiore ai 30 minuti, configurando uno stato
di male epilettico. Si precisa che in un caso tale stato si € protratto per 8 ore circa. In 1 caso non &
nota la durata del primo episodio, in un altro la durata € riportata di 20 minuti.

- in 5 soggetti su 10 la semeiologia di tale episodio & caratterizzata da crisi tonico cloniche
generalizzate(TCG); in 2 soggetti da crisi emicloniche, in 2 soggetti da crisi toniche generalizzate
(TC), in un caso da crisi tonico-cloniche emilaterali.

- in 7 soggetti su 10 é presente familiarita per epilessia e/o convulsioni febbrili.
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- 9 soggetti presentano un’anamnesi fisiologica muta relativamente alla gravidanza e al parto. In 1

caso é stata riportata gestosi materna, in 1 caso minacce di parto pretermine, in 1 caso parto

distocico.

- tutti i soggetti hanno presentato uno sviluppo psicomotorio nella norma fino all’esordio delle crisi.

- tutti i soggetti hanno eseguito un tracciato elettroencefalografico in altre sedi prima di eseguire la

prima valutazione presso la nostra Struttura. Tali tracciati sono stati riportati in 7 soggetti su 10

nella norma, in 2 tracciati venivano indicate delle anomalie aspecifiche. In 1 caso non €& stato

possibile visionare la documentazione precedente.

Tabella n°1
nome, Gravidanza | Familiarita
N° | sesso, etadi rialzo durata primo | semeiologia |e parto EEG
pz | d.d.n. esordio |termico episodio 1°crisi all'esordio
B. E./F/ Nella norma | SI
1|14.10.2001 |8 mesi |NO 50 minuti TCG non disponibile
Si, dopo 45 min, Nella norma | Si, lato
B. AJF/ Sommin risolta dopo materno
2]30.08.06 6 mesi | vaccino FB TCG nella norma
Nella norma | Si, cugino
lato mat,
F.P./M/ convulsioni
3/16.06.2005 |7 mesi |SI dato non noto | TCG febbrili nella norma
Nella norma | Si prozio primo EEG in
paterno Italia nel 2007:
con nella norma.
epilessia Non disponibile
L. A. M.JF/ 20 minuti ndd documentazione
415.8.03 12 mesi | NO circa TG dalla Romania
origine
rumena
Nella norma | Cugina primo EEG in
lato Italia nel 2008 a
materno 11 anni: scarsa
epilessia | organizzazione.
ndd Presente
si, in corso | stato di male ritmo theta in
L.C.E. A/F/ di polmo- | prolungato di | TC emilato sede F-C e F-T
518.06.1997 5 mesi |nite 8 ore circa, dx SX.
trattata con
terapia e.v. di
origine ndd in
equadoregna Equador
Parto NO |.Besta, 10
E. B./F/ distocico mesi: nella
6]30.11.2002 |8 mesi |NO 45 minuti TG norma
Nella norma | NO A5
40 minuti, mesi;|.Buzzi:
T.S./M/ infezione |interrotto con attivita lenta,
7]111.02.2008 |4 mesi |vie BDZ C emilato dx polimorfa di
media ampiezza
respiratorie
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Nella norma | Crisi
afebbrili
madre,
30 minuti, regredite | O.S. Matteo, 8
M.D./M/ interrotta con dopo il mesi: nella
814.06.1985 6 mesi | SI (38,5C) |BDz C emilato sx menarca | nhorma
cianosi
periorale
Gestosi Non riferito
gravidica
Riscontro di
40 minuti, arresto di
B. P. F./M/ interrotta con crescita Piacenza: nella
9121.11.98 6 mesi |37,5C BDZ TCG intrauterino norma
P.C. 37%W,
APGAR 7/8
40 minuti, Belgrado: NO
S. D./M/ SI (39- responsivo Nella norma A 3 aa, 4 mesi:
10 |11.12.2006 |5 mesi [40TC) FB TCG nella norma
origine slava

Al fine di valutare lo sviluppo psicomotorio e le competenze cognitive sono state eseguite nel corso
dei controlli presso la nostra Struttura delle osservazioni cliniche e valutazioni standardizzate,
mediante l'uso di strumenti diversi a seconda delle diverse fasce d'eta, in particolare mediante
l'uso delle scale Griffiths Mental Development Scales (per i soggetti tra 0-4 anni) della scala
Wechsler Preschool and Primary Scale of Intelligence (per i soggetti tra i 4 e i 6 anni) e della scala
Wechsler Intelligence Scale for Children Ill (dai 6 ai 16 anni compiuti).

Dal punto di vista epilettologico, sono state eseguite delle raccolte anamnestiche dettagliate
relativamente all’esordio critico e successivamente alla frequenza e alla semeiologia degli episodi
successivi. Inoltre sono state eseguite, a seconda dell’eta del soggetto, delle registrazioni
elettroencefalografiche a 21 canali, con videoregistrazione e poligrafia.

Dal punto di vista genetico, al fine di indagare eventuali ulteriori alterazioni, che possano
contribuire alla variabilita fenotipica, & stata applicata a tale campione di tali pazienti, la piattoforma
“Next Generation Sequencing”, in grado di rilevare le mutazioni nelle regioni codificanti e nelle
regioni di giunzione introne-esone dei geni fino ad ora riportati in associazione con l'epilessia
inclusi anche quelli raramente segnalati come causativi per I'epilessia. Tutti i pazienti in oggetto
erano gia stati screenati mediante il convezionale metodo Sanger, che e considerato il “gold
standard” riguardo alla qualita delle sequenze ottenute. Tuttavia, questo metodo permette I'analisi
di un solo gene per volta, esone per esone e molto spesso vengono ricercate solo le mutazioni
note pil comunemente associate alla patologia in studio. Al contrario, la tecnica recentemente
sviluppata del Next Generation Sequencing (NGS) consente il sequenziamento contemporaneo
dell'intera porzione codificante di tutti i geni candidati, o, se necessario, dell'intero esoma; per tali
motivi si ritiene che esso sia I'approccio migliore volto all'identificazione delle anomalie sottostanti

nelle malattie con elevata etereogenicita genetica, come le epilessie. Pertanto, al fine di
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implementare il potere diagnostico, in collaborazione con il Laboratorio di Genetica Medica
Biologia Generale e Genetica Medica - Dip. Medicina Molecolare (Prof.ssa O. Zuffardi) & stata
composta una piattaforma Next Generation contenente 106 Geni dell’epilessia (Tab. 1).

Con questo metodo per ogni paziente sono stati analizzati, in un unico esperimento, le porzioni
codificanti dei seguenti 106 geni, nello specifico, le regioni sequenziate corrispondono a 5482
Esoni (55.728 sonde), ovvero circa 0,74 Mb di DNA. In un primo momento sono stati esaminati i
dati relativi ai geni modificatori descritti in letteratura e associati al fenotipo Dravet (CACNA1A,
GABRG2, PCDH19, SCN1B, SCN9A), successivamente sono stati analizzati i restanti geni

appartenenti alla piattaforma.

A2BP1, ALDH7A1, AP4E1l, ARHGEF9, ARX, ASPM, ATP1A2, ATP6AP2, BRD2, CACNA1A, CACNA1G, CACNAI1H,
CACNB4, CASR, CCM2, CDKL5, CHRNA2, CHRNA4, CHRNB2, CLCN2, CLN8, CNTNAP2, CSTB, DCX, DMD,
DYRK1A, EFHC1, EPM2A, FLNA, FOXG1, GABBR1, GABRA1, GABRAG6, GABRB3, GABRD, GABRG2, GJD2, GLUT1,
GPR56, GRIK1, GRIN2A, GRIN2B, GPR98, HCN1, JRK, HTT, KCNA1, KCNAB2, KCND2, KCNJ10, KCNMA1, KCNN3,
KCNQ2, KCNQ3, KCTD7, KRIT1, LGI1, LIS1, MAGI2, MECP2, MEF2C, MLLT3, NDP, NEDDA4L, NHLRC1, NOTCH3,
OPA1, OPHN1, OPRM1, PAX6, PCDH19, PDCD10, PDYN, PLCB1, POLG, PORCN, PPP2R2C, PQBP1, PRICKLE],
SCARB2, SCN1A, SCN1B, SCN2A, SCN3A, SCN9A, SHANK3, SLC1A3, SLC25A2, SLC2Al (GLU1l), SLC2A2
(GLUT2), SLC4A10, SLC4A3, SLC6A3, SLC9A6, SRPX2, ST3GAL5, STRADA (lyk5), STXBP1, SYN1, SYP, TAP-1,
TBC1D24, TCF4, TUBA1A, TUBB2B, UBE3A.

Tab. 1 Elenco dei 106 geni delle epilessie utilizzati nella piattaforma NGS.

Estrazione del DNA genomico
I campioni di sangue sono stati ottenuti dai probandi e dai loro genitori, previa firma del consenso

informato per i test genetici in uso presso questa Struttura, da parte dei soggetti testati o dai loro
tutori legali nel caso dei pazienti minorenni.

Il DNA genomico é stato estratto con il kit di estrazione Agilent Genomic DNA da 1 ml di sangue
seguendo le istruzioni. La quantita e la qualita del DNA é stata valutata mediante elettroforesi su

gel e lettura al Nanodrop 1000 delle assorbanze a 230, 260, 280 nm.

Preparazione dei campioni
5 ug di DNA sono stati diluiti in 700 ul di tampone di nebulizzazione (lllumina, San Diego, CA,

USA) all'interno di nebulizers (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) ai quali viene applicata un flusso di
aria pura avente pressione di 60-70 psi per 4 minuti circa , in modo da ottenre una frammentazione
random del genoma, in segmenti di circa 500 bp i, Questo processo genera un doppio filamento di
frammenti di DNA che vengono purificati tramite Qiaquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden,
Germania).

Seguendo il protocollo Agilent SureSelectXT, le estremita dei frammenti di DNA vengono poi
riparate attraverso incubazione per 30’ a 20 °C in un termociclatore. Dopo aver riparato le
estremita dei frammenti il campione viene purificato utilizzando il sistema di purificazione basato su
biglie magnetiche Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter Genomics, Brea, CA, USA).

Poi viene eseguita I'aggiunta di basi “A” all'estremita 3’ dei frammenti di DNA con segente
purificazione, sempre utilizzando Agencourt AMPure XP beads e successiva ligazione degli

adattatori specifici alle estremita dei frammenti e amplificazione tramite PCR (Polymerase Chain
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Reaction) dedelle librerie cosi generate 500 ng di DNA delle risultanti librerie vengono ibridati alle
sonde custom ad RNA che costituiscono il sistema di arricchimento Sure Select (Design # 5190-
0312931 - opportunamente diseganto sulal base dei geno noti essere associati ad epilessia
Agilent, Santa Clara, CA, USA) per 24 ore a 65 T e la cattura degli ibridi & stata eseguita secondo
il protocollo con streptavidin-coated Dynal magnetic beads (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Le
sequenze di DNA a singolo filamento, complementari al target della libreria custom e quindi
corrispondenti alle sole porzioni codificanti dei geni target, sono stati ulteriormente purificati
mediante Agencourt AMPure XP beads e sottoposti a reazione di amplificazione di PCR durante la
quale awviene anche l'aggiunta delle sequenze index per permettere il sequenziamento di piu
pazienti sulla stessa lane (in accordo con il protocollo Agilent SureSelectXT). Per ogni fase di
preparazione della libreria, tutti i campioni sono stati quantificati su Bioanalyzer 2100 (Agilent,

Santa Clara, CA, USA) per verificare qualita e quantita.

Cluster generation
Le librerie di 8 campioni in esame sono state denaturate con NaOH e caricate su una sola lane di

lllumina Flowcell v4, dove avviene la generazione dei cluster di DNA attraverso un unico
passaggio workflow sulla Cluster Station per poi essere sequenziate Genome Analyzer IIx.

La generazione dei cluster si compone di due fasi principali:

1. Amplificazione del cluster: il campione e ibridato sulla flowcell e poi amplificato

isotermicamente.

2. Linearizzazione, blocco e ibridazione del primer: il campione amplificato viene preparato per

il sequenziamento utilizzando i seguenti tre processi. Dopo questo passo, la flowcell &€ pronta

per il sequenziamento.

Tolta la preparazione dei reagenti e delle librerie di DNA, tutti i passaggi necessari alla
generazione dei cluster vengono eseguiti sulla Cluster Station, utilizzando TruSeq PE Cluster Kit
v5 (Illumina, San Diego, CA, USA). Un volume 1% di una libreria di controllo PhiX & stato utilizzato

come controllo interno e caricato in ciascuna corsia della flowcell.

Corsa su lllumina GAIIX e acquisizione dati
Il sequenziamento e stato eseguito sulla piattaforma lllumina Genome Analyzer lIx con letture di

sequenze di circa 100-bp in paired-end, in accordo con il protocollo del produttore. Una cattura
mirata dell’esoma é stata considerata di successo se> 85% delle nostre regioni target sono state
coperte con un genotipo di alta qualita.

Dopo la corsa le immagini sono state elaborate per ottenere una serie di brevi sequenze che poi
vengono allineate alla versione piu recente del genoma umano (GRCh37/hg19) utilizzando il
pacchetto software BWA v0.5.9. Le letture sono state di conseguenza filtrate per i duplicati PCR da
Samtools v0.1.13 (http://picard.sourceforge.net/), riallineate localmente per 'identificazione di
inserzioni e delezioni (chiamata delle indels) e successivamente le qualita della chiamata delle

base viene ricalibrata nel contesto dell’ allineamento da Genome Analysis Toolkitv1.0.5777
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(http://www.broadinstitute.org/gsa/wiki/index.php/The_Genome_Analysis_Toolkit).

SNPs e InDels brevi sono stati chiamati usando con GATK e le varianti risultanti sono state filtrate
utilizzando specifici scripts in Perl. L'annotazione delle varianti & stata effettuata dall’'uso di un
database in-house, prendendo in considerazione le varianti polimorfiche riportate in dbSNP131

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/). Per ogni SNV annotata vengono automaticamente

generate le predizioni delle conseguenze a livello proteico di ogni variante, queries automatiche
tramite Mutation Taster e Polyphen2 SIFT prediction tool (http://sift.jcvi.org/) Le varianti candidate
sono state anche confrontate con quelle riportate nel database del 1000 Genome Project
(http://browser.1000genomes.org) e del Exome Sequencing

Project (Exome Variant Server, NHLBI exome Sequencing Project (ESP), Seattle, WA, data
release ESP2500MF, URL.: http://snp.gs.washington.edu/EVS/) oltre che con le varianti identificate

nei nostri controlli e quelle presenti nel database in-house.

Sequenziamento in Multiplex
In una corsa multipla sul Genome Analyzer, piu individui vengono sequenziati in una sola corsia

della flowcell. Per identificare i campioni dopo il pooling, ciascun campione & univocamente
etichettato con un index specifico che non é altro che una breve sequenza di sei basi azotate.

La Cluster Station amplifica il DNA fino a un massimo di 96 campioni sulla superficie della flowcell
per creare cluster contenenti da 500 a1000 cloni di ogni specifico frammento. tutti i clusters cosi
generati vengono poi sequenziati usando il Genome Analyzerllx in Paired-End.

Il sequenziamento per sintesi viene eseguito in parallelo con nucleotidi di terminazione reversibili
marcati in modo fluorescente. Vengono eseguite un totale di tre letture di sequenziamento (Figura
1). La prima lettura é identica a quella di un esperimento paired-end su un solo individuo e utilizza
lo standard Read 1 Sequencing Primer fornito nel Paired-End Cluster Generation Kit. Al termine
della prima lettura, il primer di sequenziamento esteso viene rimosso e l'index si riappaia poi al
filamento stesso. Questo approccio sfrutta il Paired-End per evitare la perdita dei letture di alta
gualita del sequenziamento del campione sconosciuto che si verificherebbe se lindex fosse
incluso all'inizio della lettura. Prima dell'applicazione della lettura 2, I'index prodotto viene rimosso
ed i cluster vengono modificati in situ per rigenerare il filamento complementare utilizzando il
Paired-End. Il Multiplexing Read 2 Sequencing Primer viene appaiato al filamento complementare
ed esteso per completare la lettura finale.

Utilizzando il software Pipeline Analysis di lllumina, ciascun indice & associato ad una particolare

coppia di lettura, identificando i campioni per I'analisi a valle.

Sequenziamento Sanger
Il sequenziamento bidirezionale Sanger delle SNVs identificate come potenzialmente causative é

stato eseguito utilizzando primers disegnati con Primer3 (http://www.bioinformatics.nl/cgibin/
primer3plus/primer3plus.cgi) ed applicando il metodo standard. | dati acquisiti vengono sottoposti a

screening per le variazioni e quelle che hanno maggiore rilevanza sono controllate attraverso
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I'amplificazione PCR e ri-sequenziate con il metodo Sanger. Cio avviene grazie a primers specifici
che garantiscono I'amplificazione della porzione genomica contenente I'alterazione da validare.
dopo aver verificato la corretta amplificazione della sequenza target tramite elettroforesi su gel e
Bioanalayzer con chip DNA 1000 i prodotti ottenuti vengono sequenziati attraverso metodo
Sanger. L’'analisi Sanger é stata applicata ai pazienti, come metodo di validazione delle SNVs
rilevate per NGS, e ai genitori-familiari per I'analisi di segregazione delle mutazioni all'interno delle

famiglie stesse.

Progettazione della Piattaforma Target
Utilizzando il sito Agilent eArray (https://earray.chem.agilent.com/earray/) e stata disegnata una

piattaforma target mirata all’arricchimento delle sequenze esoniche di 106 geni selezionati poiché
noti essere associati a condizioni con epilessia.

Questa libreria contiene 6191 baits uniche che coprono gli esoni e le giunzioni introne-esone dei
geni selezionati. La copertura base stimato della libreria & di 0,74 Mb di DNA.

I geni sono stati selezionati sulla base dei seguenti criteri:

1) i geni associati con epilessia idiopatica,

2) geni associati con I'epilessia sindromica;

3) geni associati a epilessia e malformazioni cerebrali,

4) geni che codificano per le proteine dei canali ionici non ancora associate con l'epilessia.

La nostra piattaforma diagnostica dovrebbe consentire l'identificazione di SNVs inserzioni e
delezioni nei 106 geni selezionati che sono stati gia stati collegati con diversi tipi di disturbi

epilettici.

Scale standardizzate per valutazione sviluppo psico  motorio e cognitivo
Dal punto di vista metodologico si precisano infine le scale standardizzate usate per le valutazioni

dello sviluppo psicomotorio e delle competenze cognitive. In particolare le scale Griffiths Mental
Development Scales (pubblicate la prima volta nel 1954, con riferimento ai primi due anni di vita e
con estensione alla fascia d'eta successiva, dai 2 agli otto anni, nel 1970). Tali scale misurano gli
aspetti dello sviluppo significativi per l'intelligenza o indicativi della crescita mentale in neonati e
bambini dalla nascita agli otto anni (indicati come Quoziente di Sviluppo, QS) e sono costituite da
due set di scale, a seconda delle due fasce d’eta prese in esame. Il primo set di scale comprende i
seguenti sub-item (Locomotoria,Personale-sociale, Udito e linguaggio, Coordinazione occhio-
mano,Performance). Il secondo set di scale comprende oltre ai sub-item prima elencati anche il
sub-item Ragionamento Pratico. La scala WPPSI (Wechsler Preschool and Primary Scale of
Intelligence ) & uno strumento clinico di somministrazione individuale che valuta l'intelligenza di
bambini dai 2 anni ai 4 anni. E’ costituita da una batteria di sub-test, ognuno dei quali, preso
isolatamente, pud essere considerato come misura di una diversa capacita, mentre quando
contribuisce a formare un punteggio composito misura la capacita intellettiva globale. La batteria &

suddivisa in un gruppo di sub test verbali (Cultura Generale, Vocabolario, Ragionamento
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Aritmetico, Somiglianze, Comprensione Generale e Frasi, come test supplementare) e un gruppo
di sub test di performance (Casa degli animali, Completamento di figure, Labirinti, Disegno
Geometrico, Disegno con i cubi). Dalla WPPSI & possibile ricavare un Quoziente di Intelligenza
verbale (QIV), un Quoziente di Intelligenza di Performance (QIP), un Quoziente di Intelligenza
Totale (QIT), dato dalla somma dei precedenti (QIT). La scala WISC-IIl (Wechsler Intelligence
Scale for Children — 1lI) valuta I'abilita intellettiva di soggetti dai 6 ai 16 anni e 11 mesi. | subtest
sono stati selezionati per valutare diverse abilita mentali, le quali tutte insieme indicano I'abilita
intellettiva generale del bambino. Alcuni richiedono un ragionamento astratto, altri si focalizzano
sulla memoria, altri ancora richiedono certe abilita percettive. La WISC-IIl comprende un gruppo di
sub test verbali (Informazioni, Somiglianze, Ragionamento aritmetico, Vocabolario, Comprensione)
e un gruppo di sub test di performance (Completamento di figure,Cifrario, Riordinamento di storie
figurate, Disegno con i cubi, Ricostruzione di oggetti). Sono inoltre presenti dei sub test
supplementari, necessari al calcolo degli indici fattoriali. Come nella WPPSI, la performance del
bambino é sintetizzata in tre punteggi che forniscono una valutazione delle abilita intellettive: QI
verbale (QIV): dato dalla somma dei punteggi ponderati dei subtest verbali; QI di performance
(QIP): dato dalla somma dei punteggi ponderati dei subtest di performance;QI totale (QIT): dato
dalla combinazione dei punteggi ai subtest verbali e di performance. Allo scopo di poter
confrontare i dati di ogni singolo paziente ottenuti dall'uso di tali scale standardizzate in occasione
del primo ricovero presso la nostra Struttura e in ogni successivo controllo, sono stati trasformati in
Zeta Score i punteggi ponderati del QS (ottenuto dalla Scala Griffiths) e i punteggi ponderati del
QIT, QIV, QIP sia della scala WPPSI che WISC-III. Si precisa inoltre che sono stati comparati tra di
loro anche alcuni sub-item delle scale WPPSI e WISC-IIl, secondo proprio le indicazioni
dell’autore, per le quali 8 dei sub test della WIPPSI sono ripresi dalla WISC-III e sono pertanto
perfettamente comparabili (Cultura Generale, Vocabolario, Ragionamento Aritmetico, Somiglianze,
Completamento di figure, Disegno con i cubi, Comprensione Generale e Labirinti). Sono stati
pertanto ottenuti dei punteggi che si discostano in termini di deviazioni standard, in senso positivo

0 negativo, rispetto a una media (0) di riferimento.
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Capitolo 3- Risultati

| soggetti appartenenti al campione in studio sono stati seguiti con regolari controlli di tipo clinico e
strumentale presso la nostra Struttura in un lasso di tempo variabile (da 10 mesi a 17 anni, con
una media di 8 anni e 9 mesi).

Dai dati ottenuti dalle valutazioni cliniche e strumentali eseguite & possibile suddividere il campione
in oggetto in tre sottopopolazioni, differenti tra di loro per grado di severita delle manifestazioni
cliniche, supportate da esami di tipo strumentale. In particolare per manifestazioni cliniche si
intendono:

- 'anamnesi epilettologica (la semeiologia e la frequenza degli episodi critici, la responsivita al
trattamento farmacologico o I'eventuale farmaco resistenza), supportata dall’esecuzione di tracciati
elettroencefalografici seriati al fine di documentare la presenza e le modificazioni delle anomalie
elettroencefalografiche intercritiche e/o registrare episodi critici.

- 'evoluzione dell’obiettivita neurologica

- l'evoluzione delle competenze cognitive e I'eventuale associazione di tratti comportamentali
peculiari.

Al primo sottogruppo, a fenotipo “benigno” appartengono 2 soggetti (n°6, n9) i quali presentano
outcome migliore. In tali soggetti infatti 'andamento della frequenza critica & descritto mensile fino
a sporadico. L'obiettivita neurologica appare essenzialmente nella norma e dal punto di vista delle
competenze cognitive non si &€ osservata nel corso del tempo una significativa regressione.

Al secondo sottogruppo appartengono 6 soggetti (n2, n3, n4, n5 n%, n?0), i quali
rappresentano il fenotipo “classico”, intermedio tra i tre sottogruppi. | soggetti n4, e nS verranno
trattati nel dettaglio dato che presentano alcuni caratteristiche atipiche.

Nei soggetti appartenenti al fenotipo classico, la frequenza delle crisi € descritta come quotidiana o
pluriquotidiana, in apiressia o0 meno; la semeiologia & polimorfa, essendo descritte crisi di tipo
mioclonico (parcellari o diffuse), crisi a tipo assenze atipiche, crisi toniche e crisi tonico cloniche
generalizzate che si risolvono in alcuni casi dopo somministrazione e.r. di benzodiazepine. In ogni
soggetto i tracciati elettroencefalografici seriati mostrano anomalie a tipo punta (P), punta onda (P-
0), isolati o in scariche generalizzate a cui corrispondono dal punto di vista clinico mioclonie
parcellari o diffuse. 2 di tali soggetti sono positivi alla prova di Stimolazione Luminosa Intermittente
(SLI). Rispetto alla terapia farmacologica tali soggetti sono farmaco-resistenti e assumono una
politerapia.  L'evoluzione dell'obiettivita neurologica di tali pazienti & caratterizzata dalla
progressiva comparsa di ipotonia generalizzata (3 soggetti), di incoordinazione motoria (1
soggetto), di atassia nella deambulazione (tutti i soggetti), e di valgismo delle ginocchia (1
soggetto) o dei piedi (1 soggetto). E inoltre descritto mioclono intercritico. 5 soggetti presentano
inoltre un eloquio ridotto, caratterizzato dalla presenza di errori di tipo fonologico-fonetico, con un

evidente ritardo del linguaggio di tipo espressivo. Relativamente alle competenze cognitive
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I'evoluzione in tali soggetti e caratterizzata da un deterioramento progressivo e costante nel tempo.
Tali soggetti infatti, al primo accesso presso la nostra Struttura presentavano uno sviluppo
psicomotorio pienamente nella norma o ai limiti inferiori (valutato mediante scala di sviluppo
Griffiths), mentre nel corso dei vari controlli hanno ottenuto dei punteggi progressivamente inferiori.
Per precisione si indica che tutti i soggetti appartenenti a questa sub-popolazione sono stati testati
con la medesima scala testale (Griffiths Mental Development Scales).

Dal punto di vista comportamentale sono descritte difficolta di socializzazione con i coetanei in 2
soggetti, deficit di attenzione ed iperattivita in 2 soggetti. In 1 soggetto sono inoltre descritti episodi
di autoaggressivita e di encopresi diurna.

All'interno di questo sottogruppo, ma con fenotipo peculiare, si indica la presenza di 2 casi atipici
(pazienti n4, n%), in relazione alla presenza di uno stato di male epilettico di durata inconsueta
rispetto alla norma (8 ore), accaduto in un soggetto all’esordio della sintomatologia, nell’altro nel
corso della patologia. L'atipia della durata di queste crisi non consente di inquadrarle in modo
chiaro dal punto di vista epilettologico e anche lipotesi di un’eventuale patogenesi di natura
infettiva e stata almeno indagata nella paziente n°5 e verosimilmente esclusa, data la negativita
degli esami ematici e liquorali ai principali agenti di natura virale e batterica. In tale paziente sono
stati descritti ulteriori episodi di stati di male, accaduti nel corso del primo anno di vita, di durata
inferiore al primo, ma per cui é stato talora necessario il ricovero in terapia intensiva.

A sottolineare I'atipia dei 2 casi si indica inoltre la presenza di alterazioni encefaliche riscontrate
alla RMN, con un quadro di lieve atrofia corticale nella paziente n4 e di sclerosi temporale mesiale
sinistra con sospetta “dual pathology” (atrofia ippocampale associata ad alterazioni di segnale

uncale sospette per displasia corticale focale) nella paziente ns.

Le figure n° 4, n°5 riportano 2 delle sequenze delle immagini neuroradiologiche della paziente ns

Con perdita - Rapporto = T0.42




Le immagini neuroradiologiche di tutti gli altri soggetti, appartenenti ai tre sottogruppi hanno
documentato dei reperti encefalici nella norma o (in 2 soggetti) con anomalie aspecifiche, prive di
significato patologico. Per precisione si indica infine che entrambi i soggetti non sono di origine
italiana e che in 1 caso lo stato di male epilettico di lunga durata si & verificato nel paese di origine,
con somministrazione di terapie antiepilettiche non meglio specificate. Tali soggetti presentano
sequele neurologiche e cognitive severe, tuttavia la frequenza delle crisi e ridotta rispetto al
passato.

Il terzo sottogruppo, che rappresenta il fenotipo “ad andamento maligno” € rappresentato da un
campione di 2 pazienti (n°1, n8) con outcome sever o, sia dal punto di vista epilettologico che
cognitivo. In particolare, dal punto di vista epilettologico la frequenza delle crisi € pluriquotidana, la
semeiologia & polimorfa, caratterizzata in un caso maggiormente da assenze atipiche e da crisi
miocloniche, nel caso restante da crisi tonico cloniche generalizzate e da crisi emicloniche.
Entrambi i soggetti presentano una elevata farmaco-resistenza. | tracciati elettroencefalografici
seriati mostrano la presenza di anomalie a tipo P, P-O ma anche la progressiva perdita di
organizzazione e spazializzazione, con assenza di un ritmo di fondo riconoscibile sulle regioni
posteriori e 'assenza degli elementi fisiologici del sonno. L’obiettivita neurologica & caratterizzata
in un caso da disartria nell’eloquio, da un’andatura francamente atassica e da un impaccio
significativo nell’esecuzione di compiti di motricita fine e grossolana. Sono inoltre presenti
mioclonie intercritiche. Il 2°caso é caratterizzat o da un quadro simil PCI di tipo spastico.

Il deterioramento delle competenze cognitive nel tempo € significativo, sebbene rispetto al
sottogruppo precedente il decorso sia piu lento nel tempo.

Si segnala che, per quanto poco statisticamente significativo data I'esiguitda del campione in
oggetto, la semeiologia degli episodi critici (crisi tonico cloniche generalizzate, crisi emicloniche,
crisi miocloniche e assenze atipiche) non appare influenzarne la frequenza né in senso positivo né

negativo, essendo rappresentate in modo pressocché uniforme nei tre sottogruppi.
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Tabella n°2

Nz

nome, sesso, d.d.n.

obiettivita neurologica al 1°Rc a
Pavia

valutazione di sviluppo o cognitiva 1RC a
Pavia

1

B. E./F/ 14.10.01

eloquio lievemente disartrico

ipotonia muscolare globale
impaccio motorio grossolano
e diffuso

a 5 anni, WIPPSI: QIT 85, QIV 86, QIP 86

2| B. A./F/ 30.08.06 ipotonia globale a 2 anni: QS nei limiti di norma: 85
RT ipoelicitabili profilo disarmonico a scapito dei sub item
piatto valgismo bilaterale udito e linguaggio e di performance
ritardo del linguaggio per eta

3| F.P./M/ 16.06.2005 nella norma salvo lieve ipotonia a 13 mesi: QS nella norma: 86

4|L. A M./F/5.8.03 macrocefalia (>>97%P), ipotonia a 4 aa, 7 mesi:QS 30, molto basso rispetto

origine rumena

m. globale, andatura atassica, presa
puridigitale

all'eta

L.C.E. AJ/F/
8.06.1997

origine equadoregna

ipotonia m. globale, impaccio
motricita

importante, con titubazione e
frenage

deambul atassica, a base di
impianto allargata

a 14 aa, 4 mesi: ritardo cognitivo medio,
con compromissione maggiore del
linguaggio.

2011: Raven <<5P

E. B. /F/ 30.11.2002

nella norma

a 24 mesi, QS 2004: 110, perfettamente
nella norma

T.S./M/11.02.2008

lieve ritardo linguaggio
andatura instabile

a 17 mesi: QS 92, nella norma

M.D./M/ 4.06.1985

nella norma

ritardo mentale grave non testabile

B. P. F./M/21.11.98

nella norma

a 10 mesi, QS: 113, nella norma

10

S.D./M/ 11.12.2008
origine slava

nei limiti di norma, salvo eloquio
ridotto

a 3 aa, 4 mesi
verosimile ritardo cognitivo
(non eseguito QI per scarsa collaborazione)

Tabellan°3

NPz

nome, sesso, d.d.n.

grimo tracciato EEG a Pavi a

B. E./F/ 14.10.2001

a 5 anni, in veglia poco organizzato
P.P-O diffuse, maggiori in fronto-centrale dx e occipitale sx. in sonno
attivazione diffusa con bouffées P-O diffuse con mioclonie palpebrali

B. A./F/ 30.08.06

a 2 anni eta: in veglia discreta organizzazione
in sonno anomalie focali sulle deriv temporali sx
in sonno mioclonie parcellari senza correlato clinico

F.P./M/ 16.06.2005

figure sonno.

a 13 mesi: in veglia discreta organizzazione, in sonno scariche P-O
in sede anteriore, tendenti a diffondere, senza correlato clinico. Presenti

Alla SLI scariche gener P-O, clinicamente correlate
a deviazione tonica dei globi oculari
verso l'alto e a sx e a retropulsione tronco.

L. A. M./F/5.8.03

a4 aa, 7 m, in occasione di stato di male epilettico con attivita lenta, marcata,
presente una sorta di soppressione

origine rumena

non completa dell'attivita, che in sonno tende a scomparire.
Presenti anomalie puntute sulla regione centrale dx
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5|L.C. E. A./F/ 8.06.1997
origine equadoregna

In sonno anomalie puntute sx

a 14 anni, 4 mesi: in veglia scarsa organiz, asimmetrico, sx >di dx
In addormentam rallent diffuso, maggiore a sx.

6| E. B./F/ 30.11.2002

SLI alle medie frequenze

24 mesi: in sonno figure fisiol, frammiste a punte. Fotosensibilita alla

7|T.S./M/11.02.2008

epilettiformi

a 17 mesi: in veglia e sonno discreta organiz. Non anomalie

8| M.D./M/ 4.06.1985

isolate, senza corr clinico.

a 12 mesi: attivita di sonno, rilievo di clonie agli arti sx, allEEG
punta seguita da onda lenta. Presenti altre figure puntute

9|B.P.F./M/21.11.98

a 10 mesi: in sonno fusi. Al risveglio attivita lenta puntuta anteriore
bilat, in una occasione con aspetto punta-onda

10 S.D./M/ 11.12.2008 a 3 aa, 4 mesi: attivita continua di onde lente e P-O atipiche
prevalenti posteriormente, a cui corrispondono riduzione stato di coscienza e
origine slava mioclonie parcellari continue
Tabella n°4
N° | Nome, semeiologia e frequenza crisi
pz |sesso, d.d.n. semeiologia e frequenza critica nelt empo attuali
B. E./F/
1|14.10.01 TCG mensili TCG sporadiche
arresto psicomotorio con talora deviazione del arresto psicomotorio con talora
capo e oculare deviazione del
plurisettimanali capo e degli occhi plurisettimanali
mioclonie diffuse, specie agli arti superiori e mioclonie diffuse, specie
palpebrali palpebrali
pluriguotidiane pluriguotidiane
B. AJF/ TCG o solo emiclonici in iperpiressia plurimensili TCG mensili, in iperpipiressia e
2130.08.06 nel 1°anno non,
nel 2°anno crisi in apiressia plurimensili e durata <2 minuti, spesso interrotti
mioclonie erratiche da BD
mioclonie parcellari anche
palpebrali
mioclonie agli arti all'addorment
quotidiani
Crisi polimorfe: nel primo anno TCG in iperpiressia | riduzione episodi cedimenti del
e non, mensili capo
F.P./M/ interrotti con BDZ.episodi di deviazione dello in iperpiressia episodi con
3|16.06.2005 sguardo con con mioclonie palpebrali revulsione globi oculari
episodi di arresto psicomotorio
e tendenza retropulsione quotidiani quotidiani
mioclonie erratiche specie arti inferiori
all'addormentamento quotidiane
2°anno: TCG in iperpiressia e non, mensili di
lunga durata, interrotti con BDZ
episodi di arresto psicomotorio e fissita dello
sguardo quotidiane
crisi con caduta del capo pluriquoidiane
episodi di autoinduzione delle crisi con stimoli
luminosi
L. A. M.JF/ al momento non riferite ulteriori
415.8.03 non vengono riferiti ulteriori episodi dopo il 2008 crisi
origine
rumena episodi di assenza sporadici
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L.C. E. A/F/ |fino all'eta di 5 anni 10 episodi in iperpiressia,di crisi emicloniche dx, settimanali,
5|8.06.1997 tipo TC di lunga durata, in sonno, <4 minuti
origine configurando stati di male, con trattam
equadoregna |farmacologico e.v. e in alcuni
casi necessita di ricovero in terapia intensiva
dopo 5 aa:crisi polimorfe, di tipo emiclonico dx,
assenze atipiche,
mioclonie parcellari, di tipo plurisett
E. B./F/ in aprile 12, libera da crisi da genn
6|30.11.2002 nel primo anno episodi mensili o bimensili TCG 11 in cui 4 episodi
in iperpiressia, con cianosi
a bassa soglia di febbre o in apiressia. periorale e ipertonia gener
avvenuti entro 20 minuti l'uno
nel tempo sporadici episodi TCG in iperpiressia dall'altro
T.S./M/ frequenza degli episodi varia, legata a iperpiressia, | TCG di breve durata in
7111.02.2008 con deviaz oculare iperpiressia plurimensili
ipertono, caduta e clonie secondarie, durata < 2
minuti, risol spontanea
M.D./M/ nel primo anno crisi ogni 2-3 mesi circa, piu spesso | gen 03: TCG plurisett, in sonno,
84.06.1985 notturne o al risveglio, durata inf 2 minuti
(la prima durata circa 30minuti, le altre stoppate
con BDZ) luglio 08: TCG settimanali
dagli 8 mesi crisi a tipo assenza a freq quotidiana
M.D./M/ nel tempo crisi TCG pluriser, mioclonie parcellari
814.06.1985 plurig
B. P. F./M/ iniziale frequenza ogni 2 mesi circa, di tipo TCG, in | rc 09: 2 episodi nel corso
9/21.11.98 iperpiressia e non, dell'anno, TCG in iperpiressia
di 10 minuti circa. Episodi a tipo assenza, di pochi
secondi
negli anni succes sporadici episodi, anche a
frequenza annuale
nel 2012 tre TCG e molto sporadici episodi di
assenza di 2 minuti circa
S.D./M/ rc maggio 12: elevata frequenza
10 | 11.12.2008 primi episodi TCG in iperpiressia, mensili, 10 minuti | pluriquotidiana:
dopo l'anno anche in apiressia, crisi polimorfe: CG, | TC mioclonie, parcellari,
origine slava | parziali complesse, migliorato con terapia infusiva
assenze atipiche con VPA
Tabella n°5
nome,
N° | sesso, obiettivita neurologica alterazioni
pz |d.d.n. EEG attuale attuale comportamentali
B. E./F/ irritabilita,
1]/14.10.01 P P-O diffuse, maggiori in sede | eloquio disartrico aggressivita,
impaccio motorio importante | disturbi ossessivi
anteriore bilaterale, talora fine e grossolano compulsivi
sul piano clinico mioclonie atassia della marcia
palpebrali disprassia oro-buccale
ipotonia muscolare globale
difficolta
B. A./F/ maggio 12: in veglia anomalie a | lieve ipotonia globale, lassita | socializzazione con i
230.08.06 tipo P,P-O legamentosa diffusa pari
centro-temporali bilaterali, andatura atassica con
generalizzate in cadute frequenti
sonno. SLI attivante alle medie e
alte valgismo ginocchia
frequenze ritardo del linguaggio
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06.11: in veglia discreta
organizzazione.

ipotonia muscolare diffusa

irritabilita,
autoaggressivita

F.P./M/ in sonno P anteriori e scariche | deambul atassica e tratti di isolamento,
3/16.06.2005 | attivita appoggio in piatto deficit di attenzione
alfa-like. Al risveglio scariche
ritmi rapidi. valgismo bilaterale facile distraibilita
01.12: modeste anomalie eloquio spontaneo molto episodi di encopresi
puntute in ridotto, buona diurna
gestaulita con intenz
addormentamento comunicativa
L. A. M./F/ 09.11: numerose anomalie a tipo | tono m.ridotto, ridotto uso difficolta controllo
415.8.03 punta lenta funzionale impulsi, difficolta
origine seguite da onda, piu attive in mano sx, modesto impaccio |socializzazione
rumena sonno motricita estranei
L.C. E. AJF/ |11.12: veglia scarsam organ, impaccio motorio importante,
5|8.06.1997 monomorfo andatura aggressivita, iritabilita
origine attivita lenta banda theta prev atassica, eloquio scarso e
equadoregna | regioni centrali scorretto
e a Sx, con rare figure puntute. con scarsa comprensione
E. B. /F/
630.11.2002 | aprile 12: non sicure anomalie
maggio 11: in veglia discreta iperattivita,
organizzazione, nella norma disattenzione
modesta asimmetria, per
peggiore org a Sx.
T.S./M/ ott 11: povera organizzazione in
7111.02.2008 |veglia e sonno, lieve impaccio globale importante iperattivita
modeste punte centrali e sul stereotipie motorie e tempi di attenz molto
vertice linguistiche ridotti
M.D./M/ set 01: attivita delta theta diffusa
814.06.1985 di grande qguadro simil PCI spastica Non valutabili
ampiezza, su cui si iscrivono
anomalie
puntute, prevalenti nelle sedi
anteriori, con
tendenza alla diffusione.
Presente depressione
B. P. F./M/ 2009: buona organi, presenza in crisi di rabbia e
9(21.11.98 sonno di nella norma eteroaggressivita
anomalie puntute centrali salvo eloquio ridotto
5.12: in veglia e sonno buona organ,
non anomalie epilettiformi
S. D./M/ maggio 12: riduzione attivita lenta Nella norma, persiste difficolta
10 |11.12.2008 diffusa linguaggio espressivo nella norma
origine slava non episodi critici registrati.
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Tabella n°6

N° | paziente, Farm |farmaci
pz |sesso, d.d.n. Res attuali QI attuale RMN encefalo
B. E./F/ dieta
1|14.10.01 Sl chetogenica nella norma
RM grado lieve-
topiramato medio
a 5 anni WISC lll:
Zzonisamide QIT 55
fenobarbital
clonazepam
B. A./F/ nel 2009: QS modesta dilatazione ventricoli
2(30.08.06 Sl acido valproico | inferiore norma 69 laterali
a scapito del
clobazam linguaggio modesta dilatazione degli spazi
in genn 12: non
topiramato valutabile subaracnidei, anomalie aspecifiche
F.P./M/ deficit cognitivo
3 |16.06.2005 Sl acido valproico | importante:
Matrici Progressive
topiramato di Raven: <5P nella norma
L. A. M.JF/
415.8.03 NO acido valproico | RM grave
Matrici di Raven:
origine rumena topiramato <5P lieve quadro di atrofia corticale
clobazam
L.C.E. AJF/ dieta RMN 2003:sclerosi mesiale
5(8.06.1997 Sl chetogenica RM grave temporale sx
origine RMN 2010: sclerosi temporale
equadoregna acido valproico | Matrici Raven <<5P | mesiale sx, con
sospetta "dual pathology" (atrofia
stiripentolo ippocampale
con alterazioni di segnale uncali
sospette per displasia corticale
clobazam focale.
E. B. /F/ Aprile 12: nella
6|30.11.2002 stiripentolo norma
WISCIII: QIT 84,
NO acido valproico | QIV82 non eseguita
QIP90
T.S./M/ ott 11: clinic inferiore
7111.02.2008 Sl acido valproico | alla norma Saronno 08, nella norma
non eseg test per
stiripentolo scarsa collab pz
M.D./M/ S.Raffaele, 1990: modesta
8(4.06.1985 Sl topiramato Non testabile asimmetria cranica,
con modesta dilatazione corno
levetiracetam temporale ventricolo
clobazam laterale sx. 97: nella norma
B. P. F./M/ 09: ritardo mentale 6/99: modesto ampliamento bilat e
9 [21.11.98 NO topiramato lieve simm degli spazi
WISC II1:QIT liquorali periencefalici a livello
acido valproico | 66,QIV62, QIP 76 frontale di tipo benigno
S. D./M/ Dalla valutazione
10 |11.12.2008 Sl acido valproico | clinica: ritardo dello | 09: nella horma

origine slava

Clobazam,
topiramato,
lamotrigina
levetriracetam

Sviluppo
psicomotorio
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Tabella n°7

paziente,
N° | sesso, altri esami
pz |d.d.n. analisi genetica eseguliti altro
B. E./F/ mutazione de novo in | AA plasmatici
1]/14.10.01 eterozigosi nella norma cefalea
€.4073G>C con AA urinari nella
mutazione norma episodi di eruzione cutanea
AA W1358S ai glutei non iatrogeno
B. AJF/ mutazione de novo in | AA plasmatici
2130.08.06 eterozigosi nella norma anemia importante
AA urinari nella
c.568T>C. norma soffio cardiaco
porta plantari
F.P./M/ mutazione in fundus oculi: piastrinopenia (verosimilmente da acido
3/16.06.2005 | eterozigosi nella norma valproico) nel 2006
F.P./M/ €.1177C>T con visita oculistica: | episodio di stato soporoso con importante di
3 |16.06.2005 | sostituzione astigmatismo disidratazione e iperammoniemia
R393C (da acido valproico) nel 2008
L. A. M./F/
4/5.8.03
origine mutazione de novo in | TC encefalo
rumena eterozigosi nella norma nel 2008, in occasione di otalgia e febbre
rachicentesi
€.1130G>A (R377Q). negativa TCG di circa 2 ore, ricovero in Rianimazione
L.C. E. A/F/ | mutazione de novo in
58.06.1997 eterozigosi politelia
origine C1177 T/C con
equadoregna | sostituzione
R393C
E.B./F/
6|30.11.2002
TC encefalo:
mutazione eterozigote | modesta
asimm corni
€.1042G>T (p.G348X) |temp VL(sx<dx)
T.S./M/ mutaz eterozigote liquor: nella
7111.02.2008 |c.10292A<G noma porta plantari
baep: norma
M.D./M/ mutaz eteroz c865G<T |TC 86: nella
814.06.1985 (E289X). la madre norma
presenta stessa mutaz
escluso mosaic
somat e germ
B. P. F./M/ mutazione eteroz TC 5/99: non
9(21.11.98 €.1648 del T. introd lesioni focali 1°mese vita emorragia intestinale
non segni
codone stop in posiz emorragia.
1648 della proteina Aspetto
similigromatoso
fronto-pariet
bilaterale.
S. D./M/ Analisi genetica non
10 11.12.2008 eseguita - -
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Al fine di visualizzare I'outcome cognitivo nei tre sottogruppi sono stati selezionati 3 soggetti
modello, di cui sono riportati di seguito i grafici rappresentativi dei risultati ottenuti dalle valutazioni
di sviluppo (Griffiths Mental Development Scales) e cognitive standardizzate (scala Wechsler
Preschool and Primary Scale of Intelligence e scala Wechsler Intelligence Scale for Children 111).

In ultimo sono stati confrontati i Quozienti Intellettivi Totali di questi 3 pazienti, al fine di visualizzare
graficamente il concetto per cui nel primo gruppo non si & osservata nel corso del tempo una
significativa regressione, nel 2° gruppo si & osser vato un deterioramento progressivo e costante
nel tempo, nel 3° gruppo il deterioramento delle co mpetenze cognitive nel tempo € significativo,

sebbene rispetto al sottogruppo precedente il decorso sia piu lento nel tempo.

Grafico n°1: evoluzione temporale dello sviluppo psicomotorio del soggetto n3 (fenotipo classico)

evoluzione temporale dello sviluppo psicomotorio de | soggetto
n3 mediante scala GRIFFITHS

—e— 13 mesi
—.— 22 mesi

/A 41 mesi
\/ 46 mesi
—x— 52 mesi

Qszs | Lzs | Pszs | uLzs C;'Sm PZS |RPZS

—e—13mesi| -1,11 -0,51 -0,5 -0,66 -0,73 -0,63
—=—22mesi| -2,36 -1,31 -1,74 -1,95 -2,14 -1,79
41 mesi| -3,93 -2,65 -2,79 -3,36 -3,62 -2,49
46 mesi| -4,55 -2,96 -3,65 -3,93 -4,07 -3,01
—%—52 mesi| -3,38 -0,88 -1,92 -3,14 -3,94 -2,14 -3,2

Grafico n°2: evoluzione temporale delle competenze cognitive del soggetto n6
(fenotipo ad andamento benigno)

EVOLUZIONE TEMPORALE DELLE COMPETENZE COGNITIVE DEL LA
PAZIENTE N6

—e— 4 anni, 3 mesi (55 mesi)

—=— 5 anni, 5 mesi (65 mesi)
6 anni, 8 mesi (80 mesi)
8 anni (96 mesi)

—x— 9 anni, 5 mesi (113 mesi)

orr QIP|QIV|CG|VC |RA|SM|CG|CF |DC
—e— 4 anni, 3 mesi (55 |0,06|-0,4/0,53/-0,4|-0,4| 0,7 | 2,7 (-0,7|-1,4|-0,7
mesi)
—=— 5 anni, 5mesi (65 | 0,7|-0,2/1,4|14|0,7| 1 |27|-0,7|-0,4| 0,7
mesi)
6 anni, 8 mesi (80 |-0,8/-0,8/-0,7/-0,7|-0,7| -1 1 /-0,7|-1,4|-0,7
mesi)
8 anni (96 mesi) -1,1|-0,9| -1 | 0,7|-0,7|-1,4/-0,4|-1,7|-0,7|-0,7
—%— 9 anni, 5 mesi (113|-1,6|-0,7|-1,2|-0,7|-0,7|-1,7|-0,4|-1,7| -1 |-0,4 62
mesi)




Grafico n°3: evoluz ione temporale delle competenze cognitive del soggetto n°L

(fenotipo ad andamento maligno)

EVOLUZIONE TEMPORALE DELLE COMPETENZE COGNITIVE DEL PAZIENTE N1

—e—5 anni (60 mesi)
—=— 6 anni, 2 mesi (74 anni)

7 anni, 4 mesi (88 mesi)

8 anni, 4 mesi (100 mesi)
—— 9 anni, 4 mesi (112 mesi)
—e— 10 anni, 8 mesi (128 mesi)

QT |QIP|QV | CG|VC|RA|SM|CG | CF |DC

—— 5 anni (60 mesi) -1 (-0,93/-0,93|-1,34| -04 | -1 0 -1 1-0,7(-0,7

—=—6anni,2 mesi (74anni) |-14| -2 |-054| 0O 0 |-,7] 2 | 24| -1 |-14
7 anni, 4 mesi (88 mesi) | -28|-24|-27| -2 |-1,7| -3 |-14|-17| -3 | -1

8 anni, 4 mesi (100 mesi) | 2,6 | -24 (227 | -2 | 2 |-27| 0 |[-24] 04 |-07
——9 anni, 4 mesi (112 mesi) | -2,8 |-1,87| -32 | -2,7| 24| -3 | -1 |-27|-0,7|-0,7
—e— 10 anni, 8 mesi (128 -3 (227 -3 |-27| -2 | -3 |-07|-27|-14| -2

mesi)

Grafico n°4: confronto tra I evol uzione temporale delle competenze cognitive dei soggetti n°6,3,1
(1%z, 29z, 3Pz della legenda)

CONTRONTO EVOLUZIONE COGNITIVATRE PAZIENTI

—e— 1°PAZIENTE, E.B.
—=— 2°PAZIENTE, F.P.
3°PAZIENTE, B.E.

Valut 2 ¥ o 5
—e— 1°PAZIENTE, E.B. 0,06 0,7 -0,8 -1,06 -1,6
—=— 2°PAZIENTE, F.P. -1,11 -2,36 -3,93 -4,55 -3,38
3°PAZIENTE, B.E. -1 -1,4 -2,8 -2,6 -2,8
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Dal punto di vista genetico I'obiettivo di questo studio e stato di ricercare in ogni soggetto del
campione la presenza di varianti geniche, in primo luogo fra quelle descritte in letteratura per
essere associate alla Sindrome di Dravet, allargando poi lo spettro anche a possibili varianti non
direttamente connesse a SCNI1A, quindi verosimiimente meno coinvolte ai fini della
determinazione del fenotipo. Ulteriore scopo della ricerca, sebbene statisticamente meno
probabile, data anche I'esiguita del campione, & stato di individuare in soggetti fenotipicamente
diversi un possibile gene "second hit", ovvero un gene “modificatore”, che potesse quindi
“modellare” in modo significativo il fenotipo classico. Per eseguire tali studi & stata applicata a tale
campione la piattaforma “Next Generation Sequencing”, con cui € stata innanzitutto riconfermata
la presenza di mutazioni causative in SCN1A. Rispetto alla frequenza di tali mutazioni, il nostro
campione conferma i dati della letteratura, infatti anche nella nostra casistica le mutazioni piu
numerose sono rappresentate dalle mutazioni missenso (5 casi su 9, 0.56%) e dalle mutazioni
troncanti (3 casi su 9, 0,34%; per maggiore precisione si indica che in 2 casi si tratta di mutazioni
nonsense, nel caso restante si tratta di una delezione frameshift). Siindica in ultimo la presenza di
una mutazione nello splice-site (1 caso su 9; 0.12).

Si riportano di seguito le mutazioni riscontrate nei singoli pazienti:

Fig. n°6

aLHX W13585
R3893C

280X R377Q

W1905

1029-2s5
cog

C1982fsX2019

NH,

11643fsX1650

Il codone di stop, mutazione in pazienti n6, 8,9, 10
@ mutazione puntiforme in pazienti n°1, 2, 3, 4,5
O splice-site, mutazione in paziente n7



Tabella n°8

Mutazioni missenso

Posizione della mutazione

Pznl B.E.GR3
hg19 chr2:166859193 C>G het x877 missense W>S
AB093548.1:¢.4073G>C p.Trpl358Ser

Esone 21, coinvolto nel trasporto ionico

Pzn2 B.A GR2
hg19 chr2:166911182 A>G het x531 missense W>R
AB093548.1:¢.568T>C p.Trpl190Arg

Esone 4, coinvolto nel trasporto ionico

Pzn3 F.P.GR2
hg19 chr2:166903480 G>A het x903 missense R>C
AB093548.1:c.1177C>T p.Arg393Cys

Esone 9, coinvolto nel trasporto ionico

Pzn4 L.A M.GR2
hg19 chr2:166904177 C>T het x356 missense R>Q
AB093548.1:¢.1130G>A p.Arg377GIn

Esone 8, coinvolto nel trasporto ionico

Pzns L.C.E.A GR2
hg19 chr2:166903480 G>A het x506 missense R>C
AB093548.1:¢c.1177C>T p.Arg393Cys

Esone 9, coinvolto nel trasporto ionico

Tabella n°9

Mutazioni di tipo troncante o splite-site

Fig.n7

Pzn8 M.D.G3

hg19 chr2:166908328 C>A het x661 nonsense
E>STOP

AB093548.1:¢.865G>T p.Glu289*

Pzne E.B.G1

hg19 chr2:166904265 C>A het x415 nonsense
G>STOP

AB093548.1:¢.1042G>T p.Gly348*

Pzn9 B.P.F.G1

hg19 chr2:166848856 A>- het x770 deletion frameshift

AB093548.1:¢.4929delp.lle1643Metfs*7

Pzn’10 S.D.G2
Hgl19 del:chr2:166,834,218-166,847,839 in:T
NM_001202435.1:¢.5946_indel

p.Cys1982+37*

Pzn7 T.S.G1
hg19 chr2:166904280 T>C het x711
AB093548.1:¢.1029-2A>G Splice-site

P.M. madre di M.D. , pz n8

hg19 chr2:166908328 C>A het x714 nonsense

E>STOP
AB093548.1:¢.865G>T p.Glu289*




Sebbene rispetto a una casistica piu ampia di soggetti affetti da Sindrome di Dravet e afferenti
presso la nostra Struttura, sia stato scelto inizialmente di selezionare soltanto i casi con mutazioni
causative di SCN1A, al fine di rendere il campione piu omogeneo possibile dal punto di vista
genetico, tuttavia si mantiene una significativa variabilita fenotipica.

Tale variabilita puo dipendere da vari fattori:

- Dalla presenza di una delle numerosissime mutazioni puntiformi descritte in SCN1A (644,

secondo i dati attuali presenti in www.molgen.ua.ac.be/SCN1AMutations/home/Default.cfm).

- Dalla diversita delle mutazioni coinvolte (mutazioni missenso, nonsenso, mutazioni frame-shift,
mutazioni di splicing), con effetti diversi sulla proteina trascritta, sia dal punto di vista strutturale,
come nel caso di mutazione di tipo missense (che comporta il cambiamento di un singolo
amminoacido) o troncante (come ad es. accade nel caso di mutazione nonsenso che determina la
formazione di un codone di stop).

-Dalla posizione di tale alterazione, infatti secondo i dati della letteratura le mutazioni missense che
coinvolgono la regione che forma il poro del canale sono quelle piu verosimilmente associate a un
fenotipo severo, quale quello della Sindrome di Dravet.

Il passo successivo € stato confrontare tra loro le mutazioni riscontrate nel gene SCN1A, ovvero
eseguire un confronto all'interno dello stesso campione. Attraverso tale metodica e stato possibile
verificare che 2 soggetti (nN3: F.P./M/ 16.06.2005 e n5 (L.C.E. A./F/ 8.06.1997) presentano la
stessa mutazione, seppur presentino un fenotipo molto diverso I'uno dall'altra, dal punto di vista
epilettologico, neurologico e cognitivo. Il soggetto n“3 appartiene infatti, secondo la suddivisione in
sottogruppi che abbiamo all’inizio di tale capitolo operato, al sottogruppo con fenotipo classico. In
tale soggetto I'esordio delle crisi si & verificato a 7 mesi di eta, in iperpiressia, con una semeiologia
caratterizzata da una crisi tonico clonica generalizzata, in un bambino con uno sviluppo
psicomotorio fino ad allora nella norma. Riferita familiarita per epilessia (convulsioni febbrili in un
cugino del lato materno). Il tracciato elettroencefalografico si presentava nella norma, nei controlli
successivi presentava anomalie a tipo P, P-O, e presente fotosensibilita. Le crisi appaiono
polimorfe e farmaco resistenti. Dal punto di vista neurologico il soggetto presenta sintomi classici
quali ipotonia diffusa, andatura atassica, mioclono intercritico e nel corso del tempo si & assistito a
un deterioramento delle competenze cognitive. Il soggetto n°5 & stato invece classificato come
caso atipico, data la presenza di alterazioni encefaliche riscontrate alla RMN, con un quadro di
sclerosi temporale mesiale sinistra con sospetta “dual pathology” (atrofia ippocampale associata
ad alterazioni di segnale uncale sospette per displasia corticale focale).

Altra coppia di interesse e rappresentata da una diade madre-figlio, quest’'ultimo facente parte del
campione in oggetto (soggetto nB), in cui & stata ritrovata la stessa mutazione (c.865G>T, di tipo
nonsense, con formazione di un codone di stop). La peculiarita di tale coppia é rappresentata dalla
importante variabilita fenotipica tale per cui il probando € affetto dalla Sindrome di Dravet e

secondo la nostra suddivisione appartiene al fenotipo severo, presentando crisi polimorfe
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pluriquotidiane faramcoresistenti, un quadro neurologico simil PCl e un deterioramento cognitivo
talmente grave da non poter essere testabile con i test adottati per gli altri soggetti. La madre ha
sofferto in eta infantile di crisi afebbrili, di tipo parziale con secondaria generalizzazione, per cui
tuttavia non é stata trattata farmacologicamente ma la risoluzione € avvenuta spontaneamente
successivamente al menarca. Le competenze cognitive e adattive della signora appaiono
adeguate e le consentono di svolgere un’attivita lavorativa in modo adeguato. In tale coppia € stato
in un precedente lavoro esclusa la presenza di un mosaicismo somatico o germinale che potesse
giustificare tale variabilita fenotipica.

Pertanto, in tali coppie che presentavano una variante identica, ma con fenotipo diverso, I'obiettivo
e stato quello di individuare una variante allelica che avesse una penetranza patologica incompleta
o un allele di suscettibilita che contribuisse al fenotipo in modo incompleto.

Il passo successivo €& stato quello di verificare, mediante NGS, la presenza di SNV (Single
Nucleotide Variation) nei geni modificatori, citati in letteratura, al fine di verificare se la presenza di
tali varianti potesse giustificare la variabilita fenotipica.

Sono stati presi in considerazione SNV di tipo missenso e nonsenso, in cui quindi la sostituzione
aminoacidica potesse comportare un effetto sulla proteina codificata.

A tale scopo € stato utilizzato il database SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant), un programma
che consente di stimare se la sostituzione di un aminoacido influisce sulla funzione della proteina
in modo che tali dati possano essere fruibili in modo prioritario per ulteriori studi, per verificare la
presenza di sostituzioni aminoacidiche silenti o deleterie. Sono stati usati anche altri database fra i
qguali Polyphen-2 (Polymorphism Phenotyping v2), uno strumento che predice il possibile impatto
di una sostituzione aminoacidica sulla struttura e la funzione di una proteina umana utilizzando
semplici considerazioni fisiche e comparativa. Tale analisi non ha portato alcun risultato
significativo nei pazienti in oggetto, salvo nel caso del soggetto nG (L.C. E. A./F/ 8.06.1997), in cui
e stata riscontrata la presenza di una mutazione in PCDH19.

Mutazioni del gene PCDH19, codificante per la Protocaderina 19 e sito sul cromosoma X, sono
state negli ultimi anni associate in letteratura alla Sindrome EFMR (female-limited epilepsy and
cognitive impairment). Tale patologia presenta modalita di ereditarieta e un pattern di espressivita
clinica insoliti in quanto, in contrasto con le modalita di trasmissione X linked, manifestano la
patologia dal punto di vista clinico le femmine portatrici sane piuttosto che i maschi affetti (Dibbens,
2008). Alcuni autori (Depienne et al, 2009) sostengono l'ipotesi per cui i soggetti con mutazioni
PCDH19 e SCNI1A possano presentare delle caratteristiche cliniche simili, quali ad esempio
l'associazione all'esordio delle convulsioni febbrili e senza febbre, la presenza di episodi critici che
si verificano in clusters, la presenza del ritardo dello sviluppo psicomotorio e del linguaggio,
disturbi del comportamento e regressione cognitiva.

Gli autori hanno riportato tuttavia in pazienti con mutazioni PCDH19, la presenza di differenze

sottili ma costanti nell'evoluzione dell’epilessia rispetto ai soggetti con DS e la presenza di un
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numero inferiore di crisi polimorfiche (in particolare relativamente alle crisi miocloniche e alle
assenze atipiche), per cui concludevano tale lavoro affermando che PCDH19 svolge un importante
ruolo nellambito delle encefalopatie epilettiche, con uno spettro clinico almeno in parte
sovrapponibile alla Sindrome di Dravet (Depienne).

Tuttavia, con i dati attuali non & possibile affermare né escludere il ruolo di PCDH19 come gene
modificatore nel pattern fenotipico presentato dalla paziente rispetto al soggetto che presenta la
stessa mutazione. Per quanto concerne la seconda coppia i dati ottenuti dalla piattaforma NGS
non sono apparsi significativi.

Per questo motivo la coppia € stata ulteriormente studiata mediante Array-CGH, al fine di verificare
la presenza di alterazioni strutturali (a livello cromosomico) o numeriche (variazioni del numero di
copie, CNVs). Neanche tale modalita ha portato ad alcun risultato significativo. Un ulteriore passo,
se ritenuto opportuno, potrebbe essere I'esecuzione del Whole Exome Sequencing, che
consentirebbe di analizzare tutto 'esoma umano, contenente anche quei geni noti interagire con
SCNI1A (facendo riferimento al database “String” (Search Tool for the Retrieval of Interacting
Genes/Proteins), un database di biologia on-line, costantemente aggiornato, in cui vengono
visualizzate e “predette” le interazioni proteiche non contenute nella piattaforma Epilessie.

Nel caso di un’eventuale alterazione nel probando in uno di questi geni, questo potrebbe essere |l
primo passo verso una possibile identificazione di un altro gene modificatore del fenotipo Dravet.
In tal maniera potrebbero essere riscontrate tutte le varianti possibili, anche esterne alla

piattaforma attuale del NGS.
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In ultimo si riporta in dettaglio il caso del soggetto n°10, che ha eseguito un unico ricovero presso
la nostra Struttura in maggio scorso e in considerazione del sospetto diagnostico significativo per
Sindrome di Dravet é stato inserito in tale campione di pazienti pur non essendo ancora stata
eseguita una valutazione genetica allo scopo di ricercare la mutazione causativa in SCN1A.

In tale paziente, di origine slava, 'anamnesi fisiologica ed epilettologica soddisfano i criteri
diagnostici per DS, in particolare relativamente all’'eta di esordio delle crisi (avvenuto all'eta di 5
mesi di vita), alle modalita di esordio (in iperpiressia), alla durata (40 minuti circa, non responsiva
alla somministrazione di Diazepam e.r., risoltasi dopo somministrazione di Fenobarbital in bolo) e
alla semiologia (crisi descritta di tipo tonico-clonico generalizzata), in un bambino in cui lo sviluppo
psicomotorio fino ad allora veniva descritto essenzialmente nei limiti di norma. Il tracciato
elettroencefalografico eseguito in tale occasione (a Belgrado) appariva nei limiti di norma.

Nel periodo successivo veniva descritta la presenza di crisi polimorfe pluriquotidiane
farmacoresistenti (crisi cloniche generalizzate, crisi parziali complesse, crisi miocloniche, assenze
atipiche), avvenute in apiressia e non, alcune di durata superiore ai 5 minuti. Dal punto di vista
strumentale i tracciati elettroencefalografici seriati eseguiti mostravano un progressivo
deterioramento del tracciato con progressiva comparsa di attivita di fondo lenta irregolare,
caratterizzata da onde theta e delta e occasionali bursts di onde lente. La RMN encefalo eseguita
veniva descritta nella norma.

In occasione del primo ricovero presso la nostra Struttura, all’'eta di 3 anni e 4 mesi, eseguito per
inquadramento diagnostico, I'obiettivitd neurologica del paziente n°l0 & apparsa essenzialmente
nella norma, salvo ritardo nel linguaggio espressivo riferito dai genitori (in lingua madre). Non e
stato possibile eseguire una valutazione di sviluppo data la scarsa collaborazione, tuttavia
dall’'osservazione clinica e dall’anamnesi e stato possibile ipotizzare un lieve ritardo dello sviluppo
psicomotorio. | tracciati elettroencefalografici eseguiti nel corso del ricovero hanno evidenziato in
una occasione la presenza di un’attivita continua di onde lente e punte onda atipiche di
grandissima ampiezza prevalenti posteriormente ma per lunghi tratti diffuse a cui € corrisposto uno
stato simil stuporoso e mioclonie parcellari continue. |l soggetto, data I'elevata farmacoresistenza é
stato sottoposto a terapia infusiva con acido valproico, con parziale miglioramento della
sintomatologia clinica (riduzione crisi miocloniche) e del tracciato elettroencefalografico (riduzione
anomalie epilettiformi). Pertanto, alla luce di tali caratteristiche cliniche sono state eseguite le
analisi genetiche, mediante tecnica NGS, allo scopo di individuare le mutazioni in SCN1A.
Analizzando i risultati ottenuti mediante NGS é stato possibile osservare una ridotta copertura a
livello della zona 3’ (fig. n9) Tale dato ha conse ntito di ipotizzare la presenza di una delezione che
coinvolgesse una parte del gene SCN1A. Allo scopo di indagare ulteriormente per confermare tale
ipotesi e stata applicata la tecnica array-CGH (fig.n°L0) sebbene I'esito di tale indagine fosse da
considerare a priori poco affidabile data la presenza di un bias metodologico. Infatti la delezione in

discussione e costituita da un numero di basi inferiore a 40.000 paia di basi, che rappresentano il
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limite diagnostico per I'uso di tale tecnica. Pertanto il riscontro di una negativita non sarebbe stato
indicativo. Tuttavia, la presenza di un unico probe, sito nella regione alterata, invece dei 3
consecutivi aberranti attesi, ha permesso di confermare il dato ottenuto mediante NGS, ovvero la
presenza di una delezione (fig. n°11). Pertanto, a questo punto, riprendendo in considerazione i

BN

dati ottenuti mediante NGS e analizzando i dati non filtrati, € stato possibile identificare la
sequenza dell'allele che presenta la mutazione. Attraverso tale modalita & stato possibile
identificare con NGS una delezione di approssimativamente 13kb coinvolgente la regione
terminale dell’esone 28 di SCN1A. Tale mutazione é responsabile di una modificazione tale per cui
gli ultimi 21 amminoacidi della proteina canale vengono sostituiti da 37 amminoacidi. Tale
variazione puo essere considerata responsabile dell'alterato funzionamento del canale del sodio

voltaggio dipendente codificato da SCN1A.

Fig. n9: alla tecnica NGS riscontro di ridotta cope rtura a livello della zona 3’, nel paziente n°10 (i mmagine superiore),
rispetto ad un controllo di riferimento (immagine inferiore).
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Fig. n°10 riscontro mutazione SCN1A mediante tecnica array-CGH in paziente n°L0
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Capitolo 4 - Discussione

Sebbene il campione in oggetto non sia statisticamente significativo in quanto composto da un
numero ridotto di soggetti, tuttavia i risultati che abbiamo ottenuto da tale studio ci permettono di
trarre delle prime considerazioni riguardo all’'uso della metodica NGS nello studio delle correlazioni
genotipo-fenotipo nei soggetti affetti da Sindrome di Dravet.

In primo luogo, dal punto vista clinico, € necessario rimarcare I'importanza di NGS come indagine
genetica di prima scelta rispetto al metodo tradizionale Sanger. Infatti sebbene tale metodica abbia
fino a qualche tempo fa rappresentato il gold standard per la ricerca della mutazione in SCN1A,
permettendo anche di localizzare la mutazione nel contesto delle varie subunita che costituiscono
il canale ionico, tuttavia NGS consente di poter sequenziare le regioni esoniche di piu geni
contemporaneamente, e non restringere e mirare l'indagine unicamente a SCN1A, con un
dispendio economico di fatto comparabile (lavoro in press, Erika Della Mina et al).

La possibilita di sequenziare piu geni permette quindi di verificare immediatamente la presenza di
ulteriori mutazioni, apportando delle informazioni utili sia in caso di negativita di SCN1A
(identificando altri geni causativi), sia in caso di positivita di SCN1A (al fine di identificare geni
modificatori, di cui sia gia nota la possibilita di comportare alterazioni cliniche in grado di
peggiorare il fenotipo e quindi di determinare una prognosi negativa).

Nel nostro campione € stata esclusa la presenza di varianti citate in letteratura come associate con
la Sindrome di Dravet, anche come modificatori. Bisogna tuttavia sottolineare il fatto che sono
state riscontrate nei nostri probandi numerose SNVs, le quali potrebbero alterare il fenotipo ma in
assenza di un controllo rappresentativo non € possibile affermare che comportino delle
modificazioni definitive. Nel tentativo di spiegare la variabilita fenotipica non e possibile affermare
che tali SNVs possano esercitare il ruolo di modificatori anche data I'eccessiva varieta delle
mutazioni causative in SCN1A presenti in ogni soggetto e la diversita delle loro posizioni rispetto
alle sub unita della proteina canale coinvolta.

Analizzando nello specifico, nel caso del soggetto nS é stata riportata una variante nel gene
PCDH19. Tale SNV potrebbe spiegare la familiarita positiva ma al momento attuale, in base ai dati
disponibili, € solo possibile ipotizzare un suo probabile ruolo come gene modificatore nel pattern
fenotipico presentato dalla paziente rispetto al paziente che presenta la stessa mutazione. A
rendere complessa e difficilmente accettabile tale ipotesi vi € da un lato la necessita di un
campione pil numeroso e ancora piu omogeneo, dall’altro la clinica peculiare della paziente.

Infatti i dati anamnestici della paziente, in particolare lo stato di male epilettico di lunga durata
all'esordio della sua storia clinica e gli episodi di stati di male del primo anno di vita, seppur di
durata inferiore rispetto al primo, possono almeno in parte aver dato come esito le modificazioni
strutturali encefaliche riscontrate alla RMN (in particolare relativamente alla sclerosi temporale
mesiale sinistra). Tuttavia il quadro prospettato alla RMN encefalo e descritto come “dual

pathology”, in quanto accanto alla spiccata atrofia globale ippocampale sx, sono descritte
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alterazioni di segnale in T2/FLAIR che coivolgono la testa dell'ipoccampo e i settori limitrofi
dell'uncus, facendo ipotizzare una displasia corticale focale.

In letteratura le mutazioni in PCDH19 sono descritte in associazione a Epilepsy in Females with
Mental Retardation (EFMR), in cui le femmine portatrici sono affette da ritardo mentale ed
epilessia. E sebbene alcuni autori (Depienne et al, 2009) sostengano l'ipotesi per cui i soggetti con
mutazioni PCDH19 e SCN1A possano presentare delle caratteristiche cliniche simili,
(I'associazione all’'esordio delle convulsioni febbrili e senza febbre, la presenza di episodi critici che
si verificano in clusters, la presenza del ritardo dello sviluppo psicomotorio e del linguaggio,
disturbi del comportamento e regressione cognitiva), tuttavia di fatto si tratta di fenotipi diversi.
Nella pratica clinica comunque, in soggetti con fenotipo evocatore per SD, in assenza di mutazioni
causative in SCN1A, e consueta la ricerca di mutazioni nel gene PCDH19, proprio per via di tali
caratteristiche cliniche simili e in letteratura sono descritti vari casi di soggetti negativi per
mutazioni in SCN1A e positivi per PCDH19 (Depienne 2010). Tuttavia, nel nostro caso, si
tratterebbe della conpresenza di una mutazione in SCN1A e in PCDH19, che a questo punto
fungerebbe appunto non da “second hit” ma da gene modificatore. In tal senso sarebbe
ipotizzabile che la mutazione in PCDH19 possa essere in qualche modo coinvolta nella sospetta
displasia corticale focale descritta in RMN. In letteratura infatti al momento attuale non vengono
descritte associazioni tra mutazioni in PCDH19 e atrofia ippocampale (quadro maggiormente
ricondubile allo stato di male epilettico di lunga durata), mentre viene descritto il ruolo delle
protocaderine in vitro nel mediare le adesioni cellulari, fungendo da regolatore nelinstaurarsi di
connessioni neuronali durante lo sviluppo cerebrale (Depienne 2010, Hirano 2003). Il ruolo svolto
dalle protocaderine nello sviluppo della corteccia cerebrale e le alterazioni corticali collegate a
mutazioni in geni che codificano per tali proteine sono state studiate mediante esperimenti murini
in un lavoro di Hertel e Redies del 2011. In tale studio & stata studiata I'espressione di mMRNA delle
caderine (CDH4, Cdh6, Cdh7, Cdh8, Pcdh8, Pcdh9, Pcdhll, Pcdhl7, e Pcdhl9) nella corteccia
cerebrale di topi wild-type (WT) e di topi mutanti ed & stato dimostrato che ciascuna delle 9
caderine studiate presenta un unico, spazialmente limitato, pattern di espressione negli stati della
corteccia cerebrale del topo adulto, anche se e stata osservata una parziale sovrapposizione tra le
caderine e ciascuna lamina € caratterizzata dall'espressione di caderine multiple. Questo studio si
e focalizzato su tre specifiche regioni corticali (somatosensoriale, motoria e corteccia cingolata) ed
e stato osservato che nella corteccia cerebrale dei topi mutanti, I'espressione di ciascuna caderina
non e limitata a zone specifiche, ma le cellule che esprimono le caderine sono sparse in modo
diffuso e irregolare per tutto lo spessore corticale della corteccia somatosensoriale, motoria e della
corteccia cingolata. Questi risultati suggeriscono che la disorganizzazione degli strati corticali nei
topi mutanti pud essere collegata a un’alterazione nell’espressione delle varie isoforme di
protocaderina. In particolare, i difetti osservati nella stratificazione corticale sarebbero compatibili

con un’anomalia nella migrazione.
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A sostegno di tale ipotesi in tale lavoro é stato osservato che i processi delle cellule gliali radiali,
che sono fondamentali per la migrazione dei primi neuroni corticali, sono significativamente ridotti
in numero e lunghezza nella corteccia dei tipo mutanti. Gli autori hanno concluso il lavoro
ipotizzando che il modello di distribuzione diffuso delle varie isoforme di caderina possa essere
coinvolto in una anormala migrazione dei neuroblasti. L'assenza, a livello corticale, di profili di
espressione di caderina strato-specifici potrebbe comportare delle alterazioni nell’orientamento dei
processi dendritici dei neuroni corticali, che puntano in direzioni diverse (Katsuyama e Terashima
2009; Frotscher et al. 2009). In contrasto, nei topi wt i processi apicali sono disposti in matrici
regolari che sono orientate rispetto alla dimensione radiale. La perdita dell’orientamento dei
processi dendritici nella corteccia dei topi mutanti pud essere una conseguenza delle alterazioni
delle protocaderine che svolgono ruolo di giunzione cellulare, causando quindi una disgenesia
delle cellule gliali radiali e modificazioni nella migrazione dei neuroblasti. Tuttavia tali dati si basano
su modelli murini e non sono presenti in letteratura al momento attuale lavori che documentano un
possibile coinvolgimento di PCDH19 in alterazioni della struttura corticale quale appunto una
displasia. Pertanto il ruolo di gene modificatore di PCDH19, volto a spiegare il peculiare fenotipo di
guesta paziente, resta al momento attuale e con gli studi attuali che sono stati condotti, solo una
ipotesi.

Proprio I'impossibilita di poter attribuire il ruolo di gene modificatore alla variante SNV del gene
PCDH19 nel soggetto nS rende ancora piu difficilme nte spiegabile la presenza della stessa
mutazione causativa in SCN1A tra questo soggetto e il n3, il quale presenta un fenotipo classico
di Sindrome di Dravet per quanto concerne la semeiologia e la frequenza delle crisi, I'outcome
neurologico e cognitivo e, da sottolineare, non presenta alcuna alterazione strutturale encefalica
alla RMN.

Questo caso puod rappresentare un tipico caso in cui & presente linterrogativo “Nature or
Nurture?”, ovvero quanto possa essere piu significativo I'apporto del patrimonio genetico di un
individuo rispetto alle influenze ambientali nel determinismo di un dato fenotipo e, come seconda
considerazione, dal punto di vista clinico, indica I'impossibilita di poter prevedere con assoluta
precisione, la prognosi di tale patologia, sulla base dei dati genetici con le attuali conoscenze. Per
guanto infatti attraverso la genetica sia possibile caratterizzare meglio tale patologia e sia possibile
conoscere almeno in parte i meccanismi patogenetici, tuttavia, la multifattorialita implica la
necessita di considerare altri fattori, quali le condizioni ambientali e la variabilita individuale, che
possono intervenire con varie modalita e determinare modificazioni. Tuttavia questo hon sminuisce
il ruolo della genetica, ma rafforza il concetto della necessita di un approccio integrato con la
clinica.

Come passo successivo € stata esclusa la presenza di altre varianti gia descritte, riferibili a geni

appartenenti alla piattaforma NGS, ma le variazioni trovate in altri geni contenuti nella piattaforma
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non possono essere considerati come dei modificatori 0 per mancanza di termini di paragone
come riferimento o perche non sono noti essere direttamente associati al pathway del’'SCN1A.
Infine, risultato fondamentale dello studio in oggetto e stato il riscontro non immediato, ma ottenuto
rivedendo e riesaminando minuziosamente i risultati ottenuti dalle indagini genetiche (NGS) di una
mutazione causativa, di una delezione di approssimativamente 13kb coinvolgente la regione
terminale dell’esone 28 di SCN1A, nell’'unico soggetto appartenente al campione ma in cui non era
stata ancora eseguita alcuna indagine genetica. Tale mutazione €& responsabile di una
modificazione tale per cui gli ultimi 21 amminoacidi della proteina canale vengono sostituiti da 37
amminoacidi ed & verosimile ipotizzare che non sarebbe stato possibile identificarla correttamente
con nessun’altra metodica.

Cio sta a sottolineare quanto sia importante I'indicazione clinica e il sospetto diagnostico al fine di
indirizzare, motivare e supportare il lavoro del genetista rispetto alla ricerca di mutazioni causative,
anche quando non si ottengono in prima battuta gli esiti ipotizzati.

Pertanto, come considerazioni conclusive al termine di questo studio e importante sottolineare
l'importanza di eseguire in primo luogo una anamnesi il piu possibile dettagliata, che tenga conto
della familiarita, dell’esordio, dellandamento epilettologico, dell’'obiettivita neurologica e di altri
segni e sintomi associati, al fine di poter fornire delle informazioni dettagliate allo specialista
genetista, correlando i dati clinici con indagini di laboratorio e strumentali. Cio al fine di poter
stratificare il piu possibile e mirare la ricerca rispetto a una vastissima serie di variabili.

Dal punto di vista piu propriamente clinico, per quanto sia stato possibile suddividere il campione in
oggetto in tre sottogruppi relativamente distinti per gravita, tuttavia i dati ottenuti da tale campione
di numero ridotto, non hanno permesso di correlare in maniera precisa e specifica la regressione
delle competenze cognitive con la severita delle crisi epilettiche. In particolare, confrontando i tre
pazienti presi a modello nei tre sottogruppi, & stato riscontrato un deterioramento progressivo delle
competenze cognitive piu significativo e piu costante nel sottogruppo a fenotipo classico, piuttosto
che nel fenotipo severo. Proprio I'esiguita del campione non rende possibile generalizzare questa
osservazione, tuttavia tale riscontro permette di ipotizzare la presenza di altre variabili (il contesto
familiare, il contesto scolastico, la terapia ri-abilitativa di tipo non farmacologico come la
psicomotricita e la logopedia) che possono intervenire positivamente sull’'outcome cognitivo.

Tale variabilita, che si riscontra quotidianamente sulla pratica nella gestione di un paziente affetto
da tale Sindrome, non €& solo clinica e tale dato presenta delle forti ripercussioni, non & possibile
infatti al momento attuale ipotizzare con buona precisione un giudizio prognostico sulla Sindrome
di Dravet. Si tratta infatti di una patologia multifattoriale in cui & presente una importante variabilita
clinica e in cui dal punto di vista genetico la presenza di mutazioni causative in SCN1A
rappresenta un criterio diagnostico fondamentale ma non indicativo da solo del grado di severita
della patologia né della prognosi. Per quanto infatti & stato prima indicato, ci0 dipende dalla

numerosita e dalla diversita delle mutazioni possibili e gia descritte di SCN1A e dalla diversita della
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loro localizzazione, ma anche nel caso di una stessa mutazione, condizione avvenuta nel nostro
campione, non & possibile stabilire con precisione a priori il fenotipo, né formulare un giudizio sulla
prognosi. Infatti anche in questo caso non si puo escludere la presenza di eventi modificatori, che
possano alterare in qualche modo I'andamento clinico. In ultimo bisogna considerare comunque
lintervento di altri fattori, esterni al patrimonio genetico, che possano comunque modificare la
storia clinica ed intervenire sulloutcome. La tecnica NGS é in grado attualmente di identificare le
SNV in geni modificatori, che in relazione a un campione piu numeroso, potrebbero permettere
una stratificazione piu specifica, rendendo a sua volta maggiormente attualizzabile una
correlazione genotipo-fenotipo piu completa. Allo scopo di identificare e studiare i possibili geni
modificatori bisogna comunque studiare un numero maggiore di coppie di probandi che presentino
lo stesse mutazioni o di coppie madre-figlio, con la medesima mutazione causativa in SCN1A e
con fenotipo diverso dove sia gia stato escluso un mosaicismo germinale. In tal modo sarebbe

possibile indagare in modo migliore anche I'eventuale coinvolgimento ambientale.
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Capitolo 5- Conclusioni

Secondo la classificazione proposta dall’ ILAE (Engel 2001) la Sindrome di Dravet viene
considerata “un’ encefalopatia epilettica”, intendendo con tale espressione una condizione in cui
l'attivita epilettiforme €& rilevante nel contribuire al progressivo deterioramento della funzione
cerebrale. Tale concetto fa riferimento alla farmacoresistenza delle crisi, all’arresto delle
acquisizioni o al deterioramento cognitivo, alle anomalie neurologiche e al decorso progressivo
della sindrome. La presenza di mutazioni causative in SCN1A é attualmente descritta fino all’'80%
e secondo la nuova Classificazione dell’lLAE tale Sindrome non viene piu considerata tra le forme
sintomatiche ma tra le forme di epilessia di tipo genetico fino a potersi considerare un modello di
canalopatia epilettica. Con tale espressione si intendono infatti quelle forme di epilessia in cui i
canali ionici giocano un ruolo chiave nell’epilettogenesi e nella generazione di scariche neuronali
ipersincrone e considerando le alterazioni di tali canali, il target di mutazioni epilettogene piu
frequentemente colpito e rappresentato dall'isoforma Navl.1, dovuto a mutazioni del gene SCN1A.
Tuttavia nella pratica clinica € molto comune osservare una significativa variabilita relativamente
alla semeiologia e alla frequenza delle crisi epilettiche, alla farmaco resistenza, all'obiettivita
neurologica e cognitiva in soggetti affetti da tale Sindrome e che presentano una mutazione
causativa in SCN1A. E a rimarcare tale variabilita sono stati descritti i casi di soggetti affetti dalla
stessa mutazione ma fenotipicamente significativamente distinti e della diade madre (sana), figlio
(affetto da DS), entrambi portatori della stessa mutazione causativa in SCN1A e in cui e stato
escluso il mosaicismo germinale.

Pertanto lo scopo dello studio in oggetto & stato quello di esaminare un campione il piu possibile
omogeneo dal punto di vista clinico per verificare la presenza di varianti geniche, di possibili geni
"second hit”, ovvero geni “modificatori’, che potessero quindi modificare in modo significativo il
fenotipo classico. Per eseguire tali studi & stata applicata a tutti i soggetti del campione la
piattoforma “Next Generation Sequencing”, contenente 106 fra i geni coinvolti nella genesi
dell'epilessia attualmente descritti in letteratura e in alcuni casi sono state eseguite altre metodiche
(array-CGH) per assenza di esiti significativi o per approfondire i risultati ottenuti. L'uso combinato
di entrambe le metodiche ha permesso in primo luogo di individuare e confermare la presenza di
una delezione di 13kb, coinvolgente la regione terminale dell'esone 28 di SCN1A, nell’'unico
soggetto appartenente al campione ma in cui non era stata ancora eseguita alcuna indagine
genetica. Non sarebbe stato possibile evidenziare la presenza di una mutazione di tali dimensioni
con l'uso di altre metodiche (in particolare attraverso il metodo Sanger normalmente utilizzato in
tali casi), pertanto cid porta a considerare la possibilita di proseguire I'iter diagnostico utilizzando
una combinazione di metodi di indagine, anche quando i primi esiti ottenuti siano di tipo negativo,
specie in presenza di un forte sospetto clinico. In secondo luogo e stata evidenziata una mutazione
in PCDH19 in una paziente che presenta un fenotipo classico di Dravet, sebbene possa essere

considerato un caso atipico, in particolare per la presenza di alterazioni encefaliche riscontrate alla
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RMN. In tale paziente e stato ipotizzato per PCDH19 il ruolo di gene “modificatore” e se questa
ipotesi venisse confermata cid potrebbe rappresentare una nuova diversa modalita nell’approccio
rispetto alla ricerca di mutazioni in tale gene. Cio dipendentemente dal fatto che secondo questa
nuova ottica la ricerca di mutazione in PCDH19 non dovrebbe essere ipotizzata e cercata solo nel
caso di negativita di SCN1A, come attualmente accade nella pratica clinica, ma potrebbero essere
mutazioni conpresenti nello stsso singolo paziente.

In ultimo, contrariamente alle aspettative, al momento attuale non € stato possibile individuare
alcuna ulteriore variante genica significativa che potesse spiegare la significativa differenza clinica
nella diade madre (sana)-figlio (affetto da DS). Cio da un lato porta a considerare la necessita di
estendere l'indagine genetica, al Whole Exome e/o Whole Genome Sequencing non limitandosi
unicamente alla piattaforma epilessia. Neanche in questo modo siamo pero certi di ottenere dei
dati significativi e proprio per questo & necessario studiare un campione che presenti piu casi del
genere in modo da poter lavorare su variabili statisticamente significative. Dall'altro lato e possibile
che invece abbia in questo caso giocato un ruolo preponderante I'ambiente e che quindi le indagini
genetiche non possano rispondere a tale quesito.

Pertanto, a conclusione di tale studio, e possibile affermare che, laddove disponibile, I'uso della
metodica NGS rappresenta al momento attuale la tecnica genetica di elezione nello studio di tale
Sindrome, consentendo di sequenziare le regioni esoniche di piu geni contemporaneamente non
restringendo e mirando l'indagine unicamente a SCN1A, con un dispendio economico di fatto
comparabile al metodo tradizionale Sanger. D’altro canto per0 bisogna sottolineare che per
raggiungere dei risultati significativi € necessaria una stratificazione clinica accurata in modo da
rendere il pit omogeneo possibile il campione, ed € necessario un numero di pazienti maggiore in
cui i probandi presentino le stesse mutazioni in modo da poter ridurre il numero di varianti
statisticamente poco significative ed individuare con maggiore probabilita quelle causative. Cio allo
scopo di permettere al clinico di poter dare delle indicazioni diagnostiche, prognostiche ed

eventualmente terapeutiche alla famiglia.
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quale marea ti sta rubando il sonno.
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é questa l'ora, parti, viaggiatore.
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