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Capitolo 1 - Introduzione

CAPITOLO 1-INTRODUZIONE

GENETICA DELLE EPILESSIE

L’epilessia ¢ un condizione che si manifesta con crisi epilettiche ricorrenti e non provocate, ¢ la pita
comune malattia neurologica dopo la cefalea, con una prevalenza di 5-10/1000 persone ed
un’incidenza di 50-120/100.000 petsone pet anno.

Le epilessie hanno un’etiologia molto eterogenea con un forte contributo genetico, a lungo ¢ stato
sospettato che la genetica potesse giocare un ruolo importante nell’etiologia dell’epilessia, ma solo a
partire dalla meta del XX secolo, in seguito al lavoro di Lennox, sono stati identificati dei geni
specifici con eredita mendeliana legati all’epilessia.

Nel campo della genetica dell’epilessia, studi su famiglie e gemelli effettuati nella prima meta del 20th
secolo hanno chiaramente indicato che i fattori ereditari sono importanti nelle epilessie e molte
ipotesi contrastanti sono state avanzate sulla modalita di trasmissione: autosomica recessiva
(Davenport & Weeks, 1911); interazione di geni che agiscono su loci diversi o su diversi alleli sullo
stesso locus (Conrad, 1935-1937; Harvald, 1954); autosomica dominante (Alstrom, 1950) ed
interazione tra geni e ambiente suggestivi di eredita poligenica (Brain, 1926; Kallmann, 1953;
Lennox, 1960). Alcuni degli studi piu vecchi erano metodologicamente scorretti (Gowers, 1901;
Davenport & Weeks, 1911; Brain, 1926), in quanto la frequenza di una storia positiva di crisi nei
parenti ¢ stata analizzata senza riguardo al numero di parenti coinvolti o al grado di parentela con il
probando.

Alcuni autori (Gowers, 1901; Conrad, 1935-1937) hanno incluso parenti affetti da altre condizioni
neuropsichiatriche: malattia mentale, ritardo mentale, alcolismo, emicrania, sincope e altre
condizioni. In altri studi non era disponibile il gruppo di controllo per confrontare i dati della
famiglia.

Negli anni ci sono stati pareri contrastanti circa 'importanza dei fattori genetici in epilessia. In alcuni
momenti, i fattori genetici sono stati fortemente sottolineati, portando a leggi restrittive sul
matrimonio e la sterilizzazione. Tale legislazione era presente fino a tempi recenti in molti paesi,
inclusi gli Stati Uniti e la Svezia cosi coma la Germania nazista. In altri momenti ¢ prevalsa la visione
opposta e sono stati fatti tentativi di togliere queste leggi restrittive e dimostrare che Pereditarieta
non ¢ importante nella genesi dell’epilessia.

Lennox (1951), in uno studio di 20.000 parenti di 4231 pazienti epilettici, ha scoperto che, sia nelle
epilessie essenziali o genetiche (adesso chiamate idiopatiche) che in quelle sintomatiche, c’era
evidenza di maggiore predisposizione famigliare in quanto la prevalenza di epilessia di entrambi i

gruppi di pazienti era significativamente aumentata se paragonata alla popolazione generale. Inoltre
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Capitolo 1 - Introduzione

la prevalenza dell’epilessia nei parenti piu vicini nel gruppo delle idiopatiche era piu alto che nel
gruppo dei sintomatici. Questi risultati sono stati confermati dagli studi sui gemelli (Lennox, 1951;
Lennox & Jolly, 1954; Lennox, 1960), e dal lavoro di altri ricercatori (Harvald, 1954; Metrakos,
1961). Sulla base dello studio della famiglia, Lennox (1960) ha concluso che la divisione tra epilessie
idiopatiche e sintomatiche non ¢ cosi netta, e che sia i fattori genetici che ambientali agiscono in
varia misura in ogni paziente epilettico.

Uno dei primi studi che ha chiaramente dimostrato il punto di vista di Lennox ¢ stato quello di
Rimoin & Metrakos (1963), che hanno accertato 153 bambini con emiplegia, alcuni dei quali hanno
sviluppato ctisi epilettiche mentre altri no. Hanno poi studiato la prevalenza di ctisi e/o anomalie
epilettiformi al’EEG nei parenti stretti, paragonati con i parenti di 270 probandi controllo. Hanno
trovato che i parenti ed i fratelli dei pazienti che avevano sia I'epilessia che emiplegia avevano una
maggiore prevalenza di crisi e anomalie epilettiformi rispetto a quelli degli emiplegici senza crisi.
Tuttavia la scoperta piu affascinante ¢ stata che i parenti dei pazienti con emiplegia senza crisi
avevano una piu bassa prevalenza di crisi e anomalie epilettiformi rispetto ai parenti dei controlli.
Questi risultati indicano che i pazienti che hanno subito una lesione cerebrale che ha prodotto
emiplegia ma non ha ancora sviluppato convulsioni, avevano una predisposizione genetica inferiore
per le convulsioni rispetto a quelli che avevano sviluppato convulsioni. Inoltre la predisposizione
genetica alle crisi ¢ addirittura pit bassa di quella della popolazione generale. Questo studio
rappresenta un’eccellente illustrazione dell’interazione di fattori genetici e acquisiti.

In contrasto con gli studi sopra riportati, alcuni ricercatori (Alstrom, 1950; Eisne et al., 1959-1960),
impiegando un gran numero di pazienti epilettici, hanno dimostrato che la prevalenza delle crisi nei
parenti di primo grado non era significativamente aumentata rispetto ai controlli o alla popolazione
generale. Penfield & Paine (1955) hanno suggerito che il fatto che due fratelli abbiano I’epilessia
possa essere causato esclusivamente da motivi ambientali.

Negli anni 70 e ’80 ¢ stato dimostrato che, sia le epilessie generalizzate che idiopatiche, sono
compatibili con un’eredita multifattoriale.

Queste epilessie, a cui non potevano essere attribuite altre cause eccetto una predisposizione
genetica, sono state incluse nella categoria delle “epilessie idiopatiche” nella classificazione del'ILAE
del 1985.

Dal 1995 grazie al’impressionante progresso nella ricerca genetica, oltre che allo sviluppo di nuove
strategie interdisciplinari che combinano biologia molecolare con le tecniche neurofisiologiche, sono
state identificate almeno una dozzina di epilessie geneticamente determinate. Inoltre ¢ stato chiarito

il potenziale contributo dei fattori genetici tra i meccanismi multifattoriali responsabili delle epilessie,
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anche in assenza della mutazione di un singolo gene. Molti dei geni coinvolti codificano per i canali
ionici.

Studi piu recenti di Berkovic et al. (Berkovic et al., 1998; Miller et al., 1998 ; Kjeldsen et al. 2001 ;
Vadlamudi et al., 2004) hanno confermato i risultati di Lennox, indicando che sia fattori genetici che
ambientali contribuiscono in varia misura all’etiologia delle diverse sindromi epilettiche (Berkovic et
al., 1987-2006; Vadlamudi et al., 2004). Vadlamudi et al. (2004) hanno studiato i documenti originali
dei gemelli di Lennox e sono stati in grado di classificare le sindromi epilettiche dei pazienti in base
alla classificazione ILAE del 1989, hanno confrontato con i dati dei gemelli australiani, trovando
straordinarie somiglianze tra questi pazienti raccolti in continenti diversi ed a 50 anni di distanza.
Questi risultati hanno sfidato alcune convinzioni di lunga data su cui era basata la classificazione
delle epilessie provocando un impatto sempre maggiore sulla gestione clinica di pazienti e famiglie
con epilessia, sia per I'approccio diagnostico che terapeutico. Conoscere la base genetica dell'epilessia
di un paziente puo essere utile non solo per la diagnosi, ma anche per indirizzare il trattamento
farmacologico e per stimare il rischio di ricorrenza in successive gravidanze.

La principale difficolta degli studi genetici sull’epilessia sta nel fatto che 'epilessia ¢ caratterizzata da
marcata eterogeneicita clinica e genetica. Questo ed altri problemi quali: problematiche collaterali in
accertamento, difficolta nel determinare quale paziente ¢ affetto, penetranza incompleta e variabilita
dell’espressione genica, sono stati esaminati in dettaglio da Metrakos & Metrakos (1960, 1969), e piu
recentemente da Berkovic et al. (2000).

Gli studi genetici sull’epilessia coinvolgono due aspetti principali: la raccolta dettagliata e I'analisi dei
dati. La raccolta dei dati con accurati accertamenti del probanbo ed il fenotipo dei membri della
famiglia, cosi come 'anamnesi famigliare dettagliata, ¢ la chiave del successo per gli studi genetici.
Lanalisi dei dati include 'analisi di segregazione per determinare la possibile modalita di ereditarieta,
le analisi di linkage e piu recentemente I’analisi del gene candidato e studi sul genoma.

Molte sindromi genetiche sono caratterizzate da marcata eterogeneita clinica e genetica che
interagiscono con fattori ambientali spesso indeterminati, spesso con sovrapposizione dei quadri con
conseguente ostacolo nel porre una chiara diagnosi clinica e 'impedimento nell’esecuzione di test
genetici specifici.

Sono state sviluppate delle tecniche per identificare i geni di suscettibilita come il microarray e lo
studio dell'intero genoma con lidentificazione di diversi centinaia di geni che causano malattie
genetiche in associazione ad epilessia, inclusi disordini metabolici, epilessie miocloniche progressive,
facomatosi e malformazioni dello sviluppo corticale. L’epilessia ¢ anche una caratteristica di alcune

malattie mitocondriali nonché di un gran numero di anomalie cromosomiche strutturali.
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I progressi nella genetica dell’epilessia hanno portato al miglioramento della fenotipizzazione e della
classificazione delle sindromi epilettiche, con l'identificazione di singoli geni o sindromi epilettiche
mendeliane; a progressi nelle neuro-immagini, con conseguente diagnosi di malformazione dello
sviluppo corticale, cosi come molte altre cause di epilessie sintomatiche; a progressi nella biologia
molecolare, portando alla mappatura di geni per un buon numero di sindromi epilettiche,
impiegando tecniche di genetica molecolare; progressi nell’epidemiologia genetica, in particolare
Panalisi di tratti genetici complessi e studi sul genoma.

I progressi nell’identificazione dei geni ha permesso il rilevamento del carrier e la diagnosi preclinica
e prenatale in alcune di queste sindromi portando ad un migliore counselling genetico. Questo puo
portare alla prevenzione, alla diagnosi precoce e ad un trattamento piu specifico.

Vista la grande wvariabilita del riconoscimento della genetica come possibile causa di epilessia
attraverso varie epoche, ci sono state diverse fasi nella classificazione delle epilessie. Nella letteratura
piu datata, la classificazione era divisa etiologicamente in due categorie principali: i termini
“idiopatico”, “criptogenetico”, “essenziale” o “genetico” erano impiegati quando non c’erano cause
note per spiegare la presenza delle crisi; al contrario “sintomatico” o “acquisito” quando poteva
essere identificata una causa esterna. Il termine “criptogenico ¢ stato in seguito utilizzato per indicare
una sospetta lesione cerebrale che non potesse essere identificata dai metodi diagnostici in uso, e le 3
principali categorie erano chiamate “idiopatiche”, “criptogeniche” e “sintomatiche”. La categoria
criptogenica ¢ stata fonte di confusione e spesso inclusa tra le epilessie sintomatiche. Anche i termini
“idiopatico” e “sintomatico”, benché utili ai fini clinici e didattici, non sono entita chiaramente
distinte e sono scomparsi dalla classificazione delle epilessie (Berg et. Al, 2010). Un gran numero di
pazienti e famiglie con epilessie che erano considerate sintomatiche (per esempio, epilessia
mioclonica severa dell’infanzia e certe forme di epilessia dei lobi temporali e frontali) sono state poi
riconosciute come disordini genetici (Berkovic et al., 2006). Questa classificazione etiologica ¢ stata
poi sostituita da una anatomica: le crisi che appaiono generalizzate fin dall’inizio erano chiamate
“sottocorticali” a differenza di quelle “corticali”’, “locali” o “focali” che insorgono da un’area
specifica della corteccia. Penfield (1950) conio il termine “centrencefalico” per denominare le
epilessie che erano generalizzate dall'insorgenza e sosteneva che originassero in strutture superiori
del tronco cerebrale. Queste corrispondevano alle “crisi di alto livello” descritte da Jackson (1931).
La classificazione anatomica ¢ stata sostituita dalla Classificazione Internazionale delle Crisi
Epilettiche (Gastaut, 1970), che era principalmente basata sulla combinazione della clinica con i
criteri elettroencefalografici e secondariamente su anatomia ed etiologia. In questa classificazione
I'epilessia generalizzata era divisa in primaria (genetica) e secondaria (lesionale). L’epilessia focale o

parziale era abitualmente legata ad un danno localizzato del cervello. Questa classificazione ¢ stata il
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precursore della classificazione delle epilessie e delle sindromi epilettiche (Commission, 1989).
Berkovic et al. (1987) sosteneva che le epilessie primarie e secondarie (poi chiamate idiopatiche e
sintomatiche) potessero costituire un continuum biologico. La presenza di Sindrome di Dravet
(SMEI) in famiglie con epilessia generalizzata con crisi febbrili plus (GEFS+) e mutazioni del gene
SCNI1A sosterrebbe questa ipotesi (Singh et al., 1999; Singh et al., 2001; Wallace et al., 2003; Mulley
et al., 2005). Studi molecolari piu recenti hanno poi mostrato che le mutazioni specifiche del gene
possono risultare sia nelle epilessie generalizzate che focali nella stessa famiglia, per esempio epilessia
del lobo temporale in famiglie con GEFS+ (Scheffer et al., 2007). La relazione tra epilessie
idiopatiche e sintomatiche e tra epilessie focali e generalizzate ¢ stato recentemente rivisto (Capovilla
et al., 2009; Luders et al., 2009; Rodin, 2009).

All'inizio degli anni *70 Janz, Wolfe, Dravet, Roger, altri negli anni ’80 e Berkovic e Scheffer negli
anni 90, cominciarono a definire specifiche sindromi epilettiche basate sull’eta, sui tipi e sulla
frequenza delle crisi, sulle caratteristiche EEG, sulle caratteristiche dell'imaging, presenza di ritardo
mentale o altre patologie neurologiche, storia famigliare di epilessia o convulsioni febbrili, prognosi
o evoluzione, e risposta al trattamento. La Task Force per la Classificazione del’'ILAE ha elencato
tutte le sindromi attualmente riconosciute (Engel, 2001; Engel 2000) e che costituiranno le basi per
una nuova classificazione delle epilessie, che si spera comprendera i progressi della genetica
molecolare. Quando l'eziologia di una sindrome ¢ determinata (per esempio le basi genetiche), la
sindrome diventa una malattia.

Cosi come ci sono varie possibili classificazioni delle epilessie, ci sono anche varie possibili modalita
di eredita (Claes et al, 2001; Weber & Lerche, 2008; Baulac & Baulac, 2010; Klassen et al, 2011;.
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’l% della popolazione, possono essere

patogene ed hanno effetto sul fenotipo;



Capitolo 1 - Introduzione

- 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;

- 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.

STUDI GENETICI PRE-MOLECOLARI

Epilessie generalizzate idiopatiche

Le epilessie generalizzate idiopatiche costituiscono un gruppo di sindromi caratterizzate da crisi di
assenza, mioclono e crisi tonico-cloniche generalizzate. C’¢ una sovrapposizione nell’eta di
insorgenza, tipo e frequenza delle crisi, prognosi e risposta al trattamento.

Fino ai primi anni ’60, gli studi genetici sull’epilessia sono stati effettuati su gruppi eterogenei di
pazienti. Un grande contributo in questo campo ¢ stato dato da Metrakos & Metrakos (1960, 1961),
essi scelsero di studiare un’entita clinica ed elettroencefalografica molto ben definita, la cosi detta
epilessia centrencefalica (Penfield, 1950). I probandi presentavano ctisi a tipo assenza e/o ctisi
tonico cloniche generalizzate, non lesioni cerebrali e anomalie EEG bilaterali e sincrone
caratterizzate da punta-onda a 3 cicli al secondo. Sulla base della storia familiare e studi di EEG nei
parenti di questi pazienti, conclusero che il tratto EEG punta-onda, ma non P'epilessia, era ereditato
in modo autosomico dominante con penetranza eta dipendente. Questo tratto aveva una
caratteristica inusuale di penetranza molto bassa alla nascita, insorgenza rapida fino ad una
penetranza completa intorno ai 10 anni (presente in quasi il 50% dei parenti di primo grado),
declino rapido a 20 anni e gradualmente fino ad azzerare la penetranza dopo 1 40 anni.

Matthes & Weber (1968) e Doose et al. (1973) hanno ottenuto risultati simili in parenti e fratelli di
pazienti con punta-onda assenze, sebbene la frequenza delle anomalie punta-onda nei parenti fosse
piu bassa.

Metrakos & Metrakos (1974) hanno confermato ulteriormente la caratteristica eta dipendente del
tratto punta-onda EEG mediante studi di follow-up longitudinali in 94 fratelli dei pazienti con
epilessia centrencefalica. Essi poi hanno studiato la prevalenza del tratto EEG punta-onda a 3 cicli al
secondo nei parenti dei probandi, che avevano altre forme di epilessia, e hanno scoperto che la

prevalenza di questo tratto EEG nei parenti dei probandi con una o piu convulsioni febbrili era
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quasi pari a quella dei parenti dei probandi con epilessia centrencefalica o primaria generalizzata. La
genetica delle crisi febbrili a la loro relazione alle altre sindromi epilettiche ¢ stata rivista nel 1998 da
Berkovic e Scheffer. Questi risultati sono stati confermati da altri, suggerendo una predisposizione
genetica comune per convulsioni febbrili ed epilessia generalizzata primaria. Nei parenti dei
probandi che presentavano anomalie EEG focali con o senza crisi ¢ stata trovata una maggiore
prevalenza di anomalie a tipo punta-onda a 3 cicli al secondo rispetto ai parenti dei controlli, ma
minore rispetto a quella trovata nei parenti dei probandi con epilessia centrencefalica o convulsioni
febbrili. Per ognuno di questi gruppi, c’era una simile penetranza eta-dipendente, ¢ la frequenza di
anomalie EEG punta-onda era solitamente piu alta nelle femmine per ogni gruppo di eta. Questo
modo di impiegare caratteristiche EEG come marker di suscettibilita genetica puo essere definito
endofenotipo (Gottesmann & Gould, 2003).

In una serie di pubblicazioni (Andermann, 1972; Andremann & Metrakos, 1972; Andermann, 1980,
1982, 1985) sono stati in grado di dimostrare che le famiglie con epilessia centrencefalica o
generalizzata idiopatica studiata da Metrakos si adattano al modello di eredita multifattoriale
proposta da Falconer (1965). Questo ¢ stato ulteriormente confermato da vari studi sui gemelli
(Berkovic et al. 1998; Miller et al., 1998; Kjeldsen et al., 2001; Vadlamudi et al., 2004).

Berkovic et al. (1998) e Vadlamudi et al. (2004) hanno tratto le seguenti conclusioni dagli studi
australiani e di Lennox sui gemelli:

1) Talto tasso di concordanza per la epilessie idiopatiche generalizzate (IGE) in coppie di
gemelli monozigoti (MZ) (Lennox 75%; Berkovic et al. 65%) supporta fortemente il primato
dei fattori genetici;

2) la concordanza utilizzando i criteri EEG ¢ ancora piu alta (Lennox, 84%; Berkovic et al.,
82%o);

3) la fedelta delle sub-sindromi nelle coppie dei gemelli monozigoti (per esempio epilessia
mioclonica giovanile o epilessia assenza nell’infanzia) suggerisce che le sub-sindromi sono
geneticamente distinte. In particolare, epilessia assenza dell'infanzia ed epilessia assenza
giovanile tendono a segregare in differenti famiglie rispetto all’epilessia mioclonica giovanile
(Marini et al., 2004; Winawer et al., 2005);

4) il basso tasso di concordanza in coppie di gemelli dizigoti (IDZ) con rapporto MZ/DZ>4 ¢
la mancanza di fedelta delle sub-sindromi nei gemelli DZ, esclude la semplice eredita
dominante o recessiva. Questi risultati hanno guidato gli autori a concludere che un
complesso o piu probabilmente complessi di geni multipli stanno alla base delle epilessie

idiopatiche generalizzate.
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Epilessie focali o parziali

E’ stato a lungo ritenuto che le epilessie generalizzate avessero una forte componente genetica, le
epilessie parziali erano considerate come causate in larga parte da fattori ambientali. Sono state
identificate alcune famiglie con epilessia parziale, ma sono state considerate compatibili con eredita
multifattoriale o complessa. Mentre ¢ stato riconosciuto che molte epilessie generalizzate hanno
eredita multifattoriale o complessa, sono state identificate piu recentemente alcune epilessie parziali
con eredita monogenica.

Alla fine degli anni 60, Eva Andermann ha studiato le famiglie di 60 probandi che erano stati operati
per epilessia focale preso ’Ospedale Neurologico di Montreal (Andermann & Metrakos, 1969-1972;
Andermann, 1972). Sono state raccolte storie famigliari dettagliate ed eseguiti EEG in 315 parenti
dei pazienti. I dati non hanno mostrato un significativo aumento nella prevalenza delle crisi nei
parenti di primo, secondo e terzo grado, ma la prevalenza delle anomalie EEG, sia focali che
generalizzate, era significativamente aumentata se paragonata ai parenti controllo. La prevalenza
delle anomalie epilettiformi a’lEEG era massima intorno ai 10 anni di eta, quando avevano
raggiunto circa il 20%, e sono diminuite notevolmente all’eta di 20 anni. I dati nuovamente si
adattano al modello multifattoriale di Falconer (1965), anche se I'ereditarieta era inferiore a quella
delle epilessie generalizzate idiopatiche studiate dai Metrakos (Andermann & Metrakos, 1972;
Andermann, 1972-1980-1982-1985).

STUDI MOLECOLARI SU SINGOLI GENI DELLE SINDROMI EPILETTICHE

La proposta della mappatura genetica e degli studi di clonazione serve: per confermare le basi
genetiche delle malattie; per studiare le correlazioni genotipo-fenotipo, per correlare mutazioni
specifiche con espressione clinica del gene; per studiare la proteina mutata, allo scopo di
comprendere la fisiopatologia della malattia; eventualmente per sviluppare trattamenti specifici.
L’importanza di identificare i geni delle epilessie monogeniche rare ¢ che i pazienti con tale patologia
possono avere piu geni mutati/mutazioni in comune che contribuiscono alla predisposizione
genetica ma non sono sufficienti a causare il fenotipo. L’identificazione di questi geni puo far luce
sui meccanismi di base delle epilessie e contribuire alla nostra conoscenza delle normali funzioni

cerebrali.

Epilessie nel primo anno di vita
Diverse sindromi epilettiche sono state identificate e sono stati trovati anche i geni responsabili o
geni candidati. Le prime sono le crisi benigne neonatali famigliari (BFNS), I'insorgenza ¢ solitamente

nella prima settimana di vita; devono essere escluse altre cause di crisi neonatali. Circa il 14% di
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bambini e adulti hanno crisi. Questa condizione ¢ stata attribuita a mutazioni nelle subunita KCNQ2
e KCNQ3 del canale del potassio (Bievert et al., 1998; Chatlier et al., 1998; Singh et al., 2003).

La sindrome delle crisi infantili benigne famigliari (BFIS) ¢ geneticamente e clinicamente distinta
dalla BENS e le crisi hanno caratteristiche focali. E stato descritto un locus sul chr19q (Guipponi et
al., 1997), ma non ¢ stato confermato (Gennaro et al., 1999; Striano et al., 20006). Nella maggior parte
delle famiglie ¢ stata mappata la regione centromerica del cromosoma 16, ma il gene non ¢ stato
ancora identificato. Alcune famiglie a cui ¢ stata mappata questa regione hanno anche discinesia
parossistica iniziata in tarda infanzia (Szepetowski et al.,, 1997). In aggiunta, diverse famiglie con
mutazioni in ATP1A2 hanno crisi infantili benigne ed emicrania emiplegica (Vanmolkot et al., 2003).
La sindrome delle crisi familiari neonatali-infantili ¢ caratterizzata da insorgenza delle crisi a circa 3
mesi ed eredita autosomica dominante con alta penetranza. L’eta di insorgenza ¢ intermedia tra
BEFNS e BFIS. Le crisi hanno caratteristiche focali, ma la prognosi ¢ benigna. Questa sindrome ¢
dimostrato essere causata dalla mutazione di una subunita del canale del sodio, SCN2A (Heron at al.,

2002; Berkovic et al., 2004; Striano et al., 2000).

GEFS+ e SMEI

Una nuova sindrome con epilessia generalizzata e convulsioni febbrili plus (GEFS+) ¢ stata descritta
da Ingrid Scheffer e collaboratori (Scheffer & Berkovic, 1997; Singh et al., 1999). Questa sindrome ¢
pleomorfa con espressivita variabile, incluso un numero differente di fenotipi: convulsioni febbrili
semplici; convulsioni febbrili plus che sono atipiche e continuano dopo 1 6 anni o intervallate da crisi
senza febbre; epilessia mioclono-astatica; convulsioni febbrili plus con crisi di assenza; convulsioni
febbrili plus con epilessia del lobo temporale (Scheffer et al., 2007) e altri fenotipi, inclusa la
Sindrome di Dravet o SMEI (Singh et al., 2001). GEFS+ (adesso chiamata epilessia genetica con
convulsioni febbrili plus, Scheffer et al., 2009) ¢ molto spesso causata da mutazioni missense delle
subunita alfal e betal dei geni del canale del sodio. Tuttavia, solo circa il 10% delle famiglie GEFS+
mostrano mutazioni nel gene SCNI1A (Scheffer et al, 2009). I fenotipi delle crisi variano
notevolmente, anche tra 1 membri della famiglia che hanno la stessa mutazione. Anche i fenotipi
variano tra le famiglie a causa di due mutazioni possibili e differenza nella modifica dei geni ed
intervento dei fattori ambientali.

GEFS+ ¢ anche caratterizzata da locus eterogenei e puo essere associata a mutazioni in uno di questi
4 geni, 3 geni che codificano per subunita del canale del sodio (SCN1A, SCN1B e SCN2A) e 1 gene
che codifica per il recettore GABA A, GABRG2. Le mutazioni in GABRG2 sono state descritte in
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alcuni pazienti con GEFS+ e con epilessia-assenza nell’infanzia e convulsioni febbrili (Wallace et al.,
2001; Dibbens et al., 2009; Scheffer et al., 2009).

La Sindrome di Dravet o SMEI puo verificarsi in famiglie con GEFS+ (Singh et al., 2001), ma
solitamente ¢ vista come una mutazione de novo proteina-troncante del gene SCN1A (Claes et al.,
2001). 11 fenotipo consiste in convulsioni febbrili nel primo anno di vita che procedono con altri tipi
di crisi comprese miocloniche, focali e atoniche. C’¢ inoltre un progressivo deterioramento dello
sviluppo cognitivo, questo puo essere in parte dovuto allo scarso controllo delle crisi. Circa ’80%
dei bambini con SMEI hanno la mutazione in SCN1A, solitamente de novo e troncante, rispetto alle
mutazioni missense nel gene SCN1A ereditate nella GEFS+ (Wallace et al., 2003; Mulley et al., 2005;
Harkin et al., 2007).

STUDI MOLECOLARI SULLE EPILESSIE GENERALIZZATE IDIOPATICHE

Il primo studio di linkage positivo nelle epilessie ha suggerito il linkage tra I’epilessia mioclonica
giovanile (JME) e la regione HLA sul cromosoma 6p (Greenberg et al., 1988). Uno studio successivo
di Elmslie et al. (1997) in U.K,, basato su 34 famiglie con epilessia generalizzata idiopatica, ha
trovato un linkage su chrl5ql4, e ha escluso quello sul chr6p. Tuttavia, varianti di sequenza non
casuali sono state identificate nel gene candidato CHRNA7. Attualmente diversi geni e diversi
polimorfismi sono stati identificati per la JME: CACNB4 (Escayg et al., 2000); gene GABRAI1
(Cossette et al., 2002); gene BRD2 (Pal et al., 2003); gene CLCN2 (Haug et al., 2003); polimorfismi
KCNQ3 e KCNJ10 (Vijay et al., 2003); gene EFHC1 (Suzuki et al., 2004); ma ognuno di questi
rappresenta solo una percentuale molto piccola di casi ed alcuni non sono stati confermati da altri
studi. Cosi come in altre epilessie generalizzate idiopatiche, anche nella JME ci sono prove
dell’eredita multifattoriale o complessa. II backgrond genetico della JME ¢ stato in seguito rivisto
(Zifkin et al., 2005; Kobayashi et al., 2008-2009).

Quasi tutti 1 geni descritti finora per le epilessie parziali idiopatiche, nel primo anno di vita, nonché
per GEFS+ e SMEI, sono geni dei canali del sodio, del potassio, del cloro o del calcio o mutazioni

nei geni del recettore GABA (Mulley et al., 2003; Helbig et al., 2008).

STUDI MOLECOLARI SULLE EPILESSIE PARZIALI O FOCALI

Epilessia benigna rolandica o epilessia benigna dell’infanzia con punte centro-temporali
Solitamente questa ¢ un’epilessia infantile benigna con crisi che avvengono soprattutto durante la
notte e con remissione frequente in puberta. Heijbel et al. (1975) hanno suggerito un’eredita
autosomica dominante per questa malattia, e Degen & Degen (1992) hanno trovato un aumento in

frequenza delle anomalie EEG nei fratelli. Questa condizione ha anche una relazione genetica con
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I'emicrania, con storia di emicrania in entrambi 1 pazienti e nei membri non affetti della famiglia.
Tuttavia, piu recenti studi sui gemelli non hanno mostrato significativa concordanza nei gemelli
mono o dizigoti, cio ha suggerito che la predisposizione genetica fosse bassa e che la condizione sia
molto probabilmente associata ad eredita complessa (Vadlamudi et al., 2004-2006). Co-occorrenza di
crisi neonatali benigne ed epilessia benigna rolandica ¢ stata descritta, ma non sono stati trovati
linkage con 1 geni per le crisi benigne neonatali famigliari (Neubauer et al., 1997). Neubauer et al.
(1998) hanno trovato un linkage al chr15q14 per le anomalie EEG, ma non per I'epilessia. Non sono
state identificate mutazioni nel co-trasportatore di sodio e potassio KCC3, che ¢ nella regione
(Steinlein et al., 2001). Diverse varianti apparenti del singolo gene dell’epilessia parziale rolandica
sono state descritte: epilessia rolandica autosomica dominante con disprassia (Scheffer et al., 1995-
2000); epilessia rolandica autosomica recessiva con distonia parossistica indotta dall’esercizio e
crampo dello scrittore associata a chrl6p (Guerrini et al., 1999) ed epilessia parziale con punte

pericentrali, associata a chr4p (Kinton et al., 2002).

Epilessie parziali con eredita Mendeliana o di un singolo gene

Le epilessie provocate da un singolo gene hanno delle caratteristiche in comune: Iinsorgenza ¢
solitamente nell’infanzia e nell’adolescenza; di solito, ma non sempre, sono benigne e facilmente
controllate; c’¢ una considerevole eterogeneita genetica; e molte sono canalopatie (Andermann et al.,
2005). Questo gruppo di epilessie parziali dovute ad un singolo gene sono state largamente
identificate dal gruppo di Berkovic in Australia, basandosi su multiple famiglie. Le sindromi
includono: epilessia notturna del lobo frontale autosomica dominante (ADNFLE); epilessia
famigliare del lobo temporale (FLTLE) o epilessia parziale famigliare con interessamento uditivo

(FPEAF); e epilessia parziale famigliare con foci variabili (FPEVF).

Epilessia notturna del lobo frontale autosomica dominante (ADNFLE)

La prima descrizione ¢ stata fatta da Scheffer et al. nel 1994-1995, precedentemente si pensava che
fosse un disturbo del sonno. Questa condizione ¢ autosomica dominante a penetranza di circa il
75% e marcata variazione nella severita inter- ed intra-famigliare. La natura ereditaria ¢ facilmente
trascurabile, 1 parenti possono essere colpiti solo lievemente. Questa ¢ stata la prima epilessia
idiopatica causata da un singolo gene in cui la mutazione del gene ¢ stata identificata (Steinlein et al.,
1995). Attualmente sono conosciute una serie di mutazioni per questa malattia, tre geni sono stati
implicati: CHRNA4, CHRNA2, CHRNB2 che codificano per le sub-unita alfa4, alfa2 e beta2 del
recettore neuronale nicotinico dell’Acetilcolina (nACh — Helbig et al., 2008). Tuttavia, in meno del

20% delle famiglie sono state trovate mutazioni in questi geni, e la ricerca di altri geni continua.
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Epilessia famigliare del lobo temporale (FLTLE)

L’epilessia famigliare del lobo temporale ¢ stata la prima descritta da Berkovic et al. (1994, 1990),
sulla base di uno studio su una popolazione di gemelli. Le crisi iniziavano in adolescenza o eta adulta
e non c’era storia di crisi febbrili prolungate o di sclerosi mesiale temporale o atrofia ippocampale
alla RMN. Studi successivi (Cendes et al., 1998; Kobayashi et al., 2001), all’interno dell’ospedale,
mostravano che le crisi fossero variabili e le crisi potevano essere associate con una storia di crisi
febbrili e wvariabile atrofia dellippocampo. Alcuni pazienti, solitamente i probandi, avevano
un’epilessia intrattabile con un buon outcome dopo la lobectomia temporale (Kobayashi et al.,
2003). Inoltre, hanno trovato che Iatrofia ippocampale era presente in alcuni membri non affetti
della famiglia, suggerendo che l'atrofia ippocampale di per sé fosse un tratto ereditario che potesse
predisporre all’epilessia del lobo temporo-mesiale (Kobayashi et al., 2002). Le epilessie famigliari del
lobo temporale sono divise in epilessia famigliare del lobo temporo-mesiale (FMTLE) e epilessia
famigliare del lobo temporale laterale (FLTLE) o epilessia parziale autosomica dominante con
caratteristiche uditive (ADPEAF).

Nella FMTLE, sebbene siano stati descritti un numero di polimorfismi, nelle singole famiglie se ne
trovano singoli, e non sono ancora stati replicati.

ADPEAF o FLTLE ¢ stata descritta in primo luogo da Ottman et al. (1995) ed ¢ stato trovato un
link su chrl0q. II gene causativo ¢ stato identificato in LGI1 (Kalachikov et al., 2002), che ¢
funzionalmente legato al canale del potassio (Schulte et al., 20006). Circa la meta dei pazienti con
FLTLE hanno la mutazione in LGI1, ma questo gene non ¢ stato trovato mutato in un numero di
casi sporadici con aura uditiva, cosi come per gli individui con una storia di epilessia del lobo
temporo-mesiale che manifestano aure uditive. Mutazioni in LGI2, LGI3 e L.GI4 sono stai esclusi in
questi pazienti (Berkovic et al., 2004). Le ultime review su queste epilessie sono piu recenti (Cendes

et al., 2008; Kobayashi et al., 2009).

Epilessia parziale famigliare con foci variabili (FPEVF)

Tale forma di epilessia ¢ stata descritta in primo luogo da Scheffer et al. (1998), e negli anni seguenti
in due famiglie franco-canadesi da Xiong et al. (1999). A causa della sua unicita, FPEVF puo essere
definita sulla base della famiglia anziché sul fenotipo individuale. Il verificarsi di almeno due diverse
sindromi epilettiche parziali in parenti di primo e secondo grado senza anomalie strutturali
dell’encefalo e la segregazione in un numero sufficiente di individui in piu di una generazione ¢
suggestivo di FPEVF. Come 'ADPEAF e le epilessie del lobo temporale, questa sindrome ¢

ereditata con tratto autosomico dominante con penetranza relativamente elevata.
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Nella FPEVF i membri affetti della famiglia possono presentare diversi tipi di epilessia parziale, che
sono tuttavia invariabili. Le crisi del lobo frontale sono le piu frequenti, ma con un pattern diverso
nella FPEVF rispetto alla ADNFLE: le crisi sono meno frequenti, cluster e aura sono rare e le crisi
diurne, cosi come secondariamente generalizzate, sono piu frequenti (Berkovic et al., 2004). L’eta
delle crisi ¢ variabile; I'insorgenza di solito si verifica nelle prime tre decadi con due picchi
approssimativamente a 5 e a 25 anni (Xiong et al., 1999). Sebbene le crisi del lobo temporale sono
anche comunemente trovate, crisi occipitali e centro-parietali sono meno frequenti. C’¢ anche una
marcata variabilita intrafamigliare nella severita delle crisi e nel’outcome. Ci sono solo dieci famiglie
riportate in letteratura con questa malattia, in cinque di queste il linkage su chr22q ¢ stato
confermato. Sebbene siano stati sequenziali oltre 60 geni nella regione candidata, non sono state
identificate mutazioni (K. Lindblad-Toh, personal commuinication). Le ultime review su queste

epilessie sono piu recenti (Kobayashi at al., 2008-2009).

CLASSIFICAZIONE GENETICA DELLE EPILESSIE
Una classificazione genetica delle epilessie puo essere postulata sulla base delle sindromi genetiche
conosciute e sulla modalita di eredita (Andermann & Dubeau, 1997), che includerebbe tutte le

sindromi epilettiche conosciute: idiopatiche e sintomatiche, generalizzate e focali.

Classificazione genetica delle epilessie

Sindromi epilettiche Mendeliane o dipendenti da un singolo gene

Sindromi epilettiche con eredita complessa o multifattoriale

Malattie con epilessia causate da un singolo gene

Malattie mitocondriali associate ad epilessia:

- eredita materna o citoplasmatica

- mutazioni nucleari
Anomalie cromosomiche associate all’epilessia:

- anomalie strutturali rilevate da tecniche citogenetiche

- variazione del numero di copie (microdelezioni o duplicazioni)
Fenocopie

In aggiunta, diverse centinaia di geni sono stati identificati per malattie genetiche associate ad
epilessia tra cui: malattie metaboliche come la fenilchetonuria; epilessie miocloniche (Shahwan et al.,
2005), tra cui le malattie di Unverrich-Lundborg e di Lafora; facomatosi inclusa la Sclerosi Tuberosa,
le Neurofibromatosi e 'incontinentia pigmenti e malformazioni dello sviluppo corticale (Leventer et

al., 2008), alcune delle quali tra cui lissencefalia, doppia coteccia, eterotopia nodulare periventricolare

15



Capitolo 1 - Introduzione

e polimicrogiria, sono state trovate associate ad anomalie genetiche di un singolo gene, spesso
localizzato sul cromosoma X (Andermann et al., 1996).

L’epilessia ¢ anche la caratteristica di un numero di malattie mitocondriali che coinvolgono sia
mutazioni ereditarie materne del genoma mitocondriale che mutazioni nucleari che interessano le
funzioni mitocondriali.

Un largo numero di anomalie cromosomiche strutturali tra cui trisomie, parziali monosomie,
delezioni, inversioni e traslocazioni, oltre ai cromosomi ad anello, possono associarsi ad epilessia
(Singh et al., 2002).

Di recente, lintroduzione di nuove tecniche molecolari, tra cui MLPA e Array-CGH, hanno
permesso 'identificazione di microdelezioni e duplicazioni in pazienti con epilessia, che non erano
rilevabili in precedenza con tecniche citogenetiche ad alta risoluzione (Andermann et al., 2007,
Helbig et al., 2009; Marini et al., 2009; Mulley et al., 2000).

Molte sindromi genetiche sono caratterizzate da marcata eterogeneita clinica e genetica. Questo puo
essere spiegato dall’espressione pleiotropica di una mutazione di un singolo gene, che puo
influenzare 'espressione di piu caratteristiche fenotipiche, cosi come alcuni geni producono un
fenotipo simile (eterogeneita del locus), talvolta perché essi influenzano lo stesso via di sviluppo o
metabolica, o lo stesso network neuronale.

Attualmente si puo fare una lista di sindromi epilettiche in cui un locus o i loci sono stati mappati e
quelle in cui mutazioni in uno o piu geni o polimorfismi sono state identificati. Queste liste sono in
costante cambiamento per l'identificazione di nuovi loci o geni. Si spera che sara stabilito un
database continuamente aggiornato per le mutazioni geniche note ed i polimorfismi e le loro
correlazioni cliniche, cosi che possano essere determinate le correlazioni genotipo-fenotipo. Questo
¢ 'obbiettivo del Human Variome Project (Cotton et al., 2008). Per esempio, sono state identificate
oltre 200 mutazioni in SCN1A associate alla sindrome di Dravet (Nabbout et al., 2003; Mulley et al.,
2005; Harkin et al., 2007; Marini et al., 2009).

I prossimi passi includono l'identificazione di ulteriori geni sia per le epilessie monogeniche che ad
eredita complessa, correlazioni genotipo-fenotipo e studi funzionali delle proteine anomale. Questi
studi possono avere applicazioni pratiche per la diagnosi, il counselling genetico e il possibile
trattamento, cosi come nell’aumentare la nostra conoscenza delle normali funzioni cerebrali e dei
meccanismi dell’epilettogenesi. Considerazioni etiche e sociali sono importanti nello stabilire linee

guida sia nel counselling genetico che nella ricerca genetica nelle epilessie.
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ultimo update relativo ai geni implicati nelle epilessie redatta dalla Commissione Genetica della

LICE, aggiornata al 15 Maggio 2012, riassume le modalita di trasmissione, la localizzazione

cromosomica, i geni individuati e le principali voci bibliografiche relative a alle Epilessie Idiopatiche,

Epilessie Miocloniche Progressive, Malformazioni corticali ed un capitolo relativo alle pit comuni

cromosomopatie associate all’epilessia (sintesi curata da A. Bianchi, P. Striano, M. Elia, A.

Gambardella, R. Guerrini, E. Parrini, R. Michelucci, F. Zara).

EPILESSIE IDIOPATICHE

Trasmissione Locus Gene Referenza
Crisi Neonatali Benigne Familiari AD 20q13 KCNQ2 1
8q24 KCNQ3 2
Crisi Neonatali-Infantili Benigne Familiari AD 2q24 SCN2A 3
Crisi Infantili Benigne Familiari 0 16p11 PRRT2 45
(con o senza coreo atetosi/discinesia) 2q24 SCN2A 6
Crisi Infantili Benigne Familiari e
Emicrania Emiplegica Familiare AD 1923 ATP1A2 7
E Autosomica Dominante Notturna AD 20q13 CHRNA4 8
del Lobo Frontale 1p21 CHRNB2 9
8p12 CHRNA2 10
E Familiare del Lobo Temporale Laterale AD 10924 LGH 11,12
E Genetica con Convulsioni AD 2q24 SCN1A 1314
Febbrili Plus (GEFS+) 19913 SCN1B 15,16
2q24 SCN2A 17
5q GABRG2 1819
Epilessia mioclonica familiare infantile (FIME) AR 16913 TBC1D24 20
E Mioclonica Giovanile (Sindrome di Janz) AD 5q34 GABRA1 2
6p12 EFHC1 2
E Generalizzata Idiopatica con fenotipi AD 1935 SLC2A1 23
variabili (incl. assenze precosi)
E Generalizzata Idiopatica e AD 2q22 CACNB4 24
Atassia Episodica AD 19q CACNA1A 25
Encefalopatie Epilettiche
AR 11p15 SLC25A22 %
Encefalopatia epilettica ad esordio precoce de novo 9934 STXBP1 27
(neonatale/primo anno) AR 16p13 TBC1D24 2
de novo 20913 KCNQ2 2
Spasmi infantili e fenotipo Rett-like X-linked Xp22 CDKL5 30
E Mioclonica Severa dell’Infanzia / de novo 2924 SCN1A K]
Sindrome di Dravet X-linked Xg22 PCDH19 32
Epilessia e ritardo mentale nelle femmine X-linked Xg22 PCDH19 3
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EPILESSIE MIOCLONICHE PROGRESSIVE

Trasmissione Locus Gene Referenza
Malattia di Unverricht-Lundborg (EPM1) AR 21g22.3 EPM1 (Cistatina B) 34,35
Malattia di Lafora (EPM2) AR 6024 EPM2A (Laforina) 36
AR 6922 EMP2B (Malina) 37
MERRF / MELAS Mat mi-DNA t-RNA (8344,8356,6363) 38
AR nDNA POLGI 6.
Sialidosi
« Tipo 1, 2 AR 6p21.3 Neuraminidasi (NEU) 40
. Galattosialidosi AR 209131 PPCA 4
Ceroidolipofuscinosi
- Infantile tardiva di Jansky-Bielschowsky AR 11p15 CLN2 42
‘Finlandese” AR 13921 CLNS 43
“Variante” AR 15921 CLNG —
. Giovanile di Spielmeyer-Vogt-Sjogren AR 16p CLN3 45
. Adulta di Kufs AR 15021 CLNG 46
AD 20013.33 DNAJCS 47
AMREF (action myoclonus-renal failure syndrome) AR 4q21 SCARB2 48
« variante simil-ULD senza interessamento renale AR 4q21 SCARB2 49
PME con atassia precoce AR 12912 PRICKLE1 50
Atrofia Dentato-Rubro-Pallido-Luisiana AD 12p13 B37 (Atrofina) &
Malattia di Gaucher tipo Il AR 1p21 Glucocerebrosidasi 52
Malattia di Huntington Giovanile AD 4016 Huntingtina 33
Gangliosidosi GM2 AR 15q23-q24 Hexa %4
EMP con inclusion di neuroserpina AD 3026 PI12 35
EMP ad esordio precoce AR 7q11 KCTD7 %6
MALFORMAZIONI CEREBRALI SU BASE GENETICA
Trasmissione Locus Gene Referenza
Malformazioni dovute a proliferazione neuronale anomala
Sclerosi Tuberosa AD 9q32 TSC1 57
Sclerosi Tuberosa AD 16p13 TSC2 of
Malformazioni dovute a migrazione neuronale anomala
Lissencefalia Isolata (ILS)/eterotopia sottocorticale (SBH) AD 17p13.3 LIS1 58
Lissencefalia Isolata (ILS)/eterotopia sottocorticale (SBH) AD Xq22.3-q23 DCX 59
Lissencefalia Isolata (ILS)/eterotopia sottocorticale (SBH) AD 12q13.12 TUBA1A 60
Sindrome di Miller-Dieker AD 17p13.3 LIS1+YWHAE 61
Lissencefalia X-linked con genitali ambigui (XLAG) X-linked Xp22.1 ARX 62
Lissencefalia con ipoplasia cerebellare (LCH) AR 79221 RELN 83
Lissencefalia con ipoplasia cerebellare (LCH) AR 9p242 VLDLR 64
Eterotopia periventricolare bilateral classica X-linked  Xg28 FLNA 85
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Eterotopia periventricolare e syndrome di

Elhors-Danlos X-linked  X28 FLNA 65
Ect)z;icngzgiisniesri:::rt:colare: dimorfismi facciali e X-linked  X28 ELNA 65
Eterotopia periventricolare AD 5p15.1 - 66
Eterotopia periventricolare AD 9p15.33 - 67
Eterotopia periventricolare & syndrome di Williams AD 7p11.23 - 68
Eterotopia periventricolare AD 4p15 - 69
Eterotopia periventricolare AD 5p14.3-15 - 70
Eterotopia periventricolare e agenesia del corpo calloso AD 1p36.22-pter - 71
Eterotopia nodulare periventricolare (PNH) e microcefalia AR 20p13 ARFGEF2 72
Distrofia muscolare congenita di Fukuyama o

sindrome di Walker-Warburg (WWS) AR 9g31.2 FKTN 73
‘Muscle-eye-brain disease (MEB)” o WWS AR 19913.32 FKRP 74
“Muscle-eye-brain disease (MEB)” AR 22q12.3 LARGE 75
“Muscle-eye-brain disease (MEB)” AR 1p34.1 POMGNT1 76
‘Muscle-eye-brain disease (MEB)” o WWS AR 9q34.13 POMT1 7
‘Muscle-eye-brain disease (MEB)” o WWS AR 14q24.3 POMT2 78
Sindrome CEDNIK AR 22q11.2 SNAP29 79
Malformazioni dovute a organizzazione corticale anomala

Polimicrogiria bilaterale perisilviana (BPP) X-linked  Xg22 SRPX2 80
Polimicrogiria bilaterale fronto-parietale (BFPP) AR 16913 GPR% 81
Polimicrogiria asimmetrica AD 6p25.2 TUBB2B 82
Polimicrogiria con agenesia del corpo calloso e microcefalia AD 3p21.3p21.2 TBR2 83
Polimicrogiria (con anidria) AD 11p13 PAX6 84
Polimicrogiria AD 1p36.3-pter - 85
Polimicrogiria & microcefalia AD 1q44-qter - 86
Polimicrogiria, PNH & agenesia del corpo calloso AD 6q26-qter - 87
Polimicrogiria e dimorfismi facciali AD 2p16.1p23 - 88
Polimicrogiria, microcefalia e idrocefalo AD 4921922 - 89
Polimicrogiria AD 2102 - 90
Polimicrogiria e sindrome di Di George AD 22q11.2 - AN
Polimicrogiria e sindrome di Goldberg-Shprintzen AR 10921.3 KIAA1279 92
Polimicrogiria e sindrome di Warburg Micro AR 20213 RAB3GAP1 93

19



Capitolo 1 - Introduzione

ANOMALIE CROMOSOMICHE ED EPILESSIA

Cromosoma 1 Delezione 1p36 94
Cromosoma 4 Delezione 4p16.3 (Sindrome di Wolf-Hirshhorn) 95
Cromosoma 6 Delezione 6q terminale 96
Cromosoma 12 Trisomia 12p a7
Cromosoma 14 Cromosoma 14 ad Anello 98
Cromosoma 15 Delezione 15911-13 a9

Disomia Uniparentale
Mutazioni “Imprinting Center”
Mutazioni Gene UBE3A
(Sindrome di Angelman)

Inv dup 15 100

Cromosoma 17 Delezione 17p13.3 (Sindrome di Miller-Dieker) 101
Cromosoma 20 Cromosoma 20 ad Anello 102
Cromosoma X Sindrome del Cromosoma X fragile 103
Sindrome di Klinefelter (XXY) 104

Duplicazione (X) (p11.22-p11.23) 105

Cromosoma Y 47, XYY 106

TECNICHE DI SEQUENZIAMENTO

La scoperta dell'uso dei di-deossi nucleotidi applicati al metodo a terminazione di catena sviluppato
da Sanger (Sanger, Nicklen et al. 1977) ha segnato una pietra miliare nella storia del sequenziamento
del DNA. Questo concetto ha fornito una base per lo sviluppo di sistemi automatizzati di
sequenziamento Sanger (Smith, Sanders et al 1986; Ansorge, Sproat et al 1987) che ¢ stato il metodo
di scelta per il sequenziamento del DNA per quasi 20 anni. In questi anni, la tecnologia ¢ stata
migliorata per l'utilizzo di frammenti di DNA piu lunghi e per un piu elevato livello di parallelismo.
Attualmente, la tecnologia supporta un sequenziamento simultaneo di 1000 paia di basi (bp) per
frammento di DNA in 96 capillari. Anche se questo metodo ha raggiunto un livello limitato di
parallelizzazione e gli approcci basati sul Sanger non sono in grado di analizzare il DNA ad alta
capacita.

Il sequenziamento Sanger era la tecnologia di base del Progetto Genoma Umano, che ¢ stato
finanziato nel 1990 con l'obiettivo di determinare i tre miliardi di paia di basi che costituiscono il
genoma umano. Ci sono voluti dieci anni per produrre una prima bozza di risultati (Lander, Linton
et al 2001; Venter, Adams et al 2001) e ulteriori tre anni per completare il progetto (Roberts 2003).
Durante la fase finale del progetto e 1 primi anni successivi, sono stati avviati numerosi studi tra cui il

Progetto Internazionale HapMap ed il prominente 1000 Genomes Project. Il primo progetto mira a
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sviluppare una mappa degli aplotipi del genoma umano, che descrive 1 modelli comuni di variazione
di sequenza del DNA umano (International HapMap Project, 20006). Il secondo si ¢ concentrato sul
sequenziamento di genomi di almeno mille partecipanti anonimi, di gruppi etnici diversi per fornire
una adeguata variabilita genetica umana (Genomes). Entrambi 1 progetti sono stati accompagnati
dalla necessita di un sequenziamento rapido, completo, affidabile ed economico di interi genomi
aventi dimensioni paragonabili ai mammiferi (Fredlake, Hert et al 2006; Service 20006), hanno
portato allo sviluppo di nuove tecnologie di sequenziamento. Questi cosiddetti sequenziamenti di
nuova generatione (Next Generation Sequencing, NGS) hanno permesso il sequenziamento ad una
velocita senza precedenti, in combinazione con bassi costi. Di conseguenza, il numero di dati relativi
al sequenziamento, archiviati in banche dati pubbliche, ¢ aumentato significativamente nel corso
degli ultimi anni ed ¢ destinato a crescere ancora piu velocemente. Approfittando delle macchine di
nuova generazione, il progetto 1000 Genomi ha completato il sequenziamento dell’intero genoma di
185 individui da quattro popolazioni, ed ha analizzato le sequenze esoniche di 697 individui
provenienti da sette popolazioni in soli due anni (Consortium, 2010). Visto che le macchine NGS
per ogni corsa generano milioni di seguenze da leggere, la difficolta nel sequenziamento ¢ spostato
dalla generazione della sequenza alla gestione e analisi dei dati. II volume di dati rappresenta oggi una
sfida importante per I'archiviazione, il backup e I'analisi. Nuovi approcci algoritmici sono richiesi per
superare gli inconvenienti di queste macchine di poter generare e quindi leggere brevi sequenze (di
circa un centinaio di pb). Lo sviluppo di pipelines snelle, altamente automatizzate per I’analisi dei
dati ¢ fondamentale per il passaggio dalle nuove tecnologie alla ricerca accelerata e conseguenti

pubblicazioni (Koboldt, Ding et al. 2010).

TEORIA E PRINCIPI

Metodo Sanger

Storicamente, nel 1975, il Premio Nobel F. Sanger ha introdotto il concetto di metodo di
sequenziamento del DNA nella sua pionieristica lettura Croonian (Sanger 1975) ed in seguito, ha
pubblicato un metodo rapido per la determinazione delle sequenze di DNA mediante sintesi
innescata con DNA polimerasi (Sanger e Coulson 1975). Nel corso del 1977 sono stati pubblicati
due articoli di riferimento per il sequenziamento del DNA, la tecnica di sequenziamento del DNA
dideossi enzimatica di F. Sanger basata sugli analoghi terminali di catena del dideossinucleotide
(Sanger, Nicklen et al. 1977, Fig. 1) e la tecnica di degradazione chimica per il sequenziamento del

DNA di A. Maxam e W. Gilbert in cui i frammenti di DNA terminali marcati vengono
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chimicamente scissi in specifiche basi e separati mediante elettroforesi su gel (Maxam e Gilbert

1977).

5''GGACATGAGCT 3'
3 CCTGTACTCGA 5

] @ Denature DNA

3 CCTGTACTCGA &

GGA oligonucleotide
(7] + DNA polymerase
+ dATP, dGTP, dCTP, dTTP
+ One of the four ddNTPs
o 3 CCTGTACTCGA &
5' (GER) 3'

ddGTP ddATP O ddCTP ddTTP
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Fig. 1: Schema del metodo Sanger per il sequenziamento del DNA

Due importanti laboratori sono stati responsabili dell'introduzione dei primi sequenziatori
automatici di DNA guidati dal California Institute of Technology o Caltech (Smith, Sanders et al.
1986), che ¢ stato successivamente commercializzato da Applied Biosystems (ABI), il Laboratorio
europeo di Biologia Molecolare (EMBL) (Ansorge , Sproat et al 19806;. Ansorge, Sproat et al 1987) e
da Pharmacia Amersham, dopo General Electric (GE).

La commercializzazione del metodo di sequenziamento ha condotto alla sua ampia diffusione in
tutta la comunita di ricerca mondiale.

Attraverso la prima apparecchiatura automatizzata per il sequenziamento di DNA a fluorenscenza, ¢
stato sequenziato un locus genico completo per il gene ipoxantina-guanina fosforibosiltransferasi
(HPRT), utilizzando per la prima volta 'approccio di sequenziamento bidirezionale (Edwards, Voss
et al. 1990). Nel 1996, ABI ha introdotto il primo sequenziatore di DNA commerciale che utilizzava
una lastra di gel per elettroforesi dalla ABI Prism 310. Due anni piu tardi, ABI Prism 3700 ha
sostituito il notevole lavoro di versare il gel nelle lastre con ricarica automatica dei capillari con la
matrice polimerica tramite 96 capillari. Questo sequenziatore di DNA automatizzato ¢ stato

impiegato con successo per il sequenziamento del primo genoma umano nel 2003, tenendo conto di
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13 anni di sforzi del consorzio del progetto genoma umano, e con un costo stimato di 2,7 miliardi di
dollari. Negli anni seguenti, un altro punto di riferimento ¢ stato ottenuto dal sequenziamento del
DNA del primo piccolo genoma del fago (5386 basi di lunghezza), seguito dal sequenziamento del
genoma umano fino a 3 miliardi basi (Lander, Linton et al 2001;. Venter, Adams et al. 2001). E
notevole che tale progresso sia stato realizzato utilizzando metodi che sono perfezionamenti del

metodo di base “dideossi” introdotto da Sanger nel 1977.

Prima Generazione

Nel 2000, Jonathan Rothberg ha fondato 454 Life Sciences, che ha ulteriormente sviluppato la prima
piattaforma NGS disponibile in commercio, la GS 20, chiamata | Appl Genetics. | Appl Genetica
introdotto nel 2005, sviluppato da 454 Life Sciences (www.454.com), come il primo sistema NGS
sul mercato. La tecnica sviluppata ¢ stata implementata con successo combinando la PCR in
emulsione di singole molecole con il pyro-sequenziamento (procedura di sequenziamento shotgun)
di tutte le 580069 bp del genoma del Mycoplasma genitalia ottenendo il 96% di copertura e 99,96%
di precisione in un’unica corsa GS 20 (Margulies et al. 2005). Negli anni successivi, Roche Applied
Science ha acquisito 454 Life Sciences ed esteso ulteriormente la nuova versione dello strumento
454, i1 GS FLX titanio. Condividendo lo stesso principio tecnologico sia in GS 20 che in GS FLX
titanio, la flowcell ¢ indicata come piastra "Pico-Titer", che ¢ costituito da un fascio di fibre ottiche
fuse. Su un fronte separato, ¢ stata sviluppata la piattaforma Roche HT che si basa sulla PCR di
singole molecole in microcompartimenti costituiti da emulsione olio-acqua (Tawfik e Griffiths
1998). In generale, il principio della tecnica pirosequenziamento si basa sul “sequenziamento di
sintesi”, ovvero sul rilevamento del rilascio di pirofosfato durante I'incorporazione del nuovo
nucleotide, a differenza del metodo Sanger che funziona tramite la reazione di terminazione della
catena con dideossinucleotidi. La tecnica ¢ stata sviluppata dagli sforzi congiunti di un gruppo
svedese (il team di M. Ronaghi, M. Uhlen, e P. Nyren) a Stoccolma (Ronaghi, Karamohamed et al.
1996). In primo luogo hanno messo a punto un approccio di sequenziamento basato sul rilevamento
chemiluminescente del pirofosfato rilasciato durante l'incorporazione polimerasi-mediata del
deossinucleoside trifosfato (ANTP) (Nyren, Pettersson et al 1993;. Nyren 2007) e che hanno poi
sfruttato per lidentificazione delle singole basi costituenti la catena di DNA in tempo reale
(Ronaghi, Uhlen et al. 1998). Nel pirosequenziamento la sintesi del DNA viene eseguita all’interno di
una complessa reazione che comprende I’ATP sulfurilasi e ’enzima luciferasi ed 1 substrati adenosina
5 fosfosolfato e luciferina in modo tale che, il gruppo pirofosfato sia rilasciato dopo aggiunta di un

nucleotide, con conseguente produzione di luce rilevabile.
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Le tecniche HT-NGS, che sono nuove opportunita e hanno un grande impatto nell’'ambito della
genomica dei ammmiferi, sono stati selezionati come il metodo dell'anno 2007 (Schuster 2008).

I primo passo della tecnica HT-NGS consiste appunto nel rilevare la base successiva, marcata con
fluorescenza (Reversible Terminator), aggiunta alla catena di DNA crescente mediante un sensitive
charge-coupled device camera CCDs camera. Questa tecnica ¢ stata applicata all’analisi di un gran
numero di campioni di DNA in parallelo, sia essa eseguita mediante I'uso di un supporto solido o su
biglie, minimizzando cosi i volumi di reazione e lavorando in un microsistema miniaturizzato. Nella
fase successiva il Terminator viene convertito in un nucleotide standard e il fluorocromo viene
rimosso. Questo ultimo ciclo e il processo precedente vengono ripetuti per determinare la base
successiva nella sequenza.

11 principio di HT-NGS coinvolge le molecole di DNA, che sono sequenziate in modo parallelo in
una flowcell (Mardis 2008; Metzker 2010). Il sequenziamento ¢ condotto sia in un processo
suddiviso in diversi passaggi o in maniera continua in tempo reale, in virtu del fatto che le reazioni
avvengono in ogni templato clonato o singola molecola, viene sequenziato “individualmente” e puo
essere quantificato all'interno di tutte le sequenze che vengono generate. I’elevata resa, combinata
con la qualita e quantita delle sequenze generate ha portato 'analisi del genoma ad un livello che in
precedenza non era possibile sia per la mancanza delle adeguate tecnologie sia per I'elevato costo

con gli strumenti che erano disponibili.

Seconda Generazione

La seconda generazione di piattaforme HT-NGS ¢ in grado di generare circa cinquecento milioni di
basi di sequenze (Roche) fino a miliardi di basi in un’unica corsa (Illumina, SOLID). Questi nuovi
metodi si basano sull’analisi in parallelo e a cicli di sequenze, separate tra loro da ampliconi; il
metodo Roche adotta una chimica basata sul pirosequenziamento, quello SOLID si avvale invece di
un sequenziamento basato sul legame sequenziale di sonde oligonucletidiche e la tecnologia che
utilizza terminatori fluorescenti reversibili. Attualmente, queste tre piattaforme leader HT-NGS di
seconda generazione sono disponibili in commercio e la gara per piu piattaforme aggiuntive ¢
sempre all’orizzonte. Nel 2008, il US National Human Genome Research Institute (NHGRI) ha
avviato un finanziamento per una serie di progetti come parte del suo rivoluzionario programma di
tecnologie di sequenziamento del genoma, con l'obiettivo di sequenziare un genoma umano per
1000% o meno. Nel dicembre 2010, il consorzio NHGRI ha pubblicato la mappa pia completa delle
varianti genetiche umane utilizzando le tecnologie Next Generation Sequencing del DNA per

caratterizzare sistematicamente le differenze genetiche tra le 179 persone provenienti da quattro
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popolazioni e 1 697 individui da sette popolazioni in tre studi pilota (Durbin et al. 2010). Gli studi
pilota “1000 Genomes Project” hanno gettato le basi per lo studio della variabilita genetica umana, e
miravano a creare una mappa globale della variabilita genetica, a disposizione del pubblico, che alla
fine raccogliera la sequenza da 2.500 persone provenienti da varie popolazioni in tutto il mondo e
sosterra il futuro della ricerca genetica.

Tra le piattaforme di seconda generazione troviamo:

- Sistema di pirosequenziamento 454: ¢ stata la prima piattaforma di sequenziamento next-
generation disponibile come prodotto commerciale. Attualmente, il costo-base del
sequenziamento con la piattaforma 454 ¢ molto maggiore di quello delle altre piattaforme
(SOLID e Solexa), ma puo essere il metodo di scelta per alcune applicazioni dove ¢
necessario avere sequenze di lettura molto lunghe(assemblaggio de novo e metagenomica )
(Mardis 2008).

- Illumina Genome Analyzer: di cui patleremo in modo piu approfondito in quanto in uso ¢/o
questa Struttura ed in collaborazione con i Laboratorio di Genetica Medica
Biologia Generale e Genetica Medica - Dipartimento di Medicina Molecolare (Prof.ssa O.
Zuffardi).

- AB SOLID: questa piattaforma ¢ nata dal sistema descritto da J.S. e colleghi nel 2005 e nel
lavoro di McKernan e colleghi Agencourt Personal Genomics (Beverly, MA, USA) (acquisita
da Applied Biosystems (Foster City, CA, USA) nel 2006). Il costo dello strumento ¢
sostanzialmente inferiore a quello di altri strumenti di sequenziamento di seconda
generazione. Inoltre, lo strumento ¢ open source e programmabile, consentendo
potenzialmente all’'utente un’implementazione (ad esempio, l'uso di biochimica alternativi).
Le attuali lunghezze lette, tuttavia, possono limitarne fortemente I'applicazione in ambito di

ricerca. (Shendure e Ji 2008).

INlumina Genome Analyzer

Comunemente indicato come ““ Solexa”, questa piattaforma grazie al lavoro di Turcatti e colleghi, e
la fusione di quattro aziende: Solexa (Essex, UK), Lynx Therapeutics (Hayward, CA, USA), Manteia
Predictive Medicine (Coinsins, Svizzera) e Illumina. Questa macchina ¢ in grado di sequenziare
librerie generate attraverso uno dei tanti metodi che prevede la generazione di frammenti singolo
filamento in maniera random a cui vengono legati degli adattatori ottenendo frammenti di lunghezza
fino a di diverse centinaia di coppie di basi (bp). Gli adattatori inseriti sono complementari alle

sequenze presenti sulla folwcell di sequenziamento e, durante la cosiddetta fase di “Cluster
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a ponte delle sequenze target arricchite. (Mardis 2008) (Fig.
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Fig. 2: Illumina Genome Analyzer “Solexa” Workflow a.

In questo approccio, primers di PCR sono legati ad un substrato solido da un linker flessibile in

modo tale che tutti gli ampliconi derivanti da ogni singola molecola durante I'amplificazione

rimangono immobilizzati e raggruppati in un unico luogo fisico sul supporto stesso (Fig.3).
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Sulla piattaforma Illumina, “I'amplificazione a ponte” avviene grazie all’alternanza tra cicli di
estensione mediati da polimerasi e cicli di denaturazione con formamide. Ne risulta quindi la
formazione di clusters, ognuno dei quali consiste in circa mille cloni amplificati. Diverse milioni di
distinti clusters possono essere amplificati all’interno di una delle otto lanes della flowcell (otto
librerie indipendenti possono essere sequenziate in parallelo durante la stessa corsa dello strumento).
Dopo la generazione dei clusters , gli ampliconi sono a singolo filamento (linearizzazione) e un
primer di sequenziamento viene ibridato ad una sequenza universale (adattatori) fiancheggiante la
regione di interesse. Ogni ciclo di sequenza consiste nell’ estensione di una singola base con una
DNA polimerasi modificata e una miscela di quattro nucleotidi. Questi nucleotidi sono modificati in
due modi. Sono “terminators reversibili”, tali per cui una porzione rimuovibile chimicamente in
posizione del 3’idrossile consente poi I'incorporazione di una singola base per ogni ciclo, e per ogni
nucleotide abbiamo un fluororomo diverso corrispondente, anch’esso chimicamente removibile
dalla sequenza in sintesi-sequenziamento. Dopo l'estensione alla singola base e l'acquisizione di
immagini in quattro canali, la scissione chimica di entrambi i gruppi prepara la sequenza al ciclo
successivo. Leggere lunghezze fino a 36 bp ¢ attualmente routine; letture piu lunghe sono possibili,
ma si potrebbe incorrere in un tasso di errore superiore (Mardis 2008).

La lunghezza delle sequenze lette sono limitate da molteplici fattori che causano il decadimento del
segnale e il defasamento, come scissione incompleta delle etichette fluorescenti o frazioni di
terminazione. Il tipo di errore dominante ¢ la sostituzione, anziché inserzioni o delezioni (gli
omopolimeri sono certamente un problema minore rispetto ad altre piattaforme). La media del tasso
di errore ¢ nell'ordine di 1-1,5%, ma le basi di maggiore precisione con un tasso di errore di 0.1% o
meno possono essere identificate attraverso metriche di qualita associate a ciascuna base-call.

Come con altri sistemi, modifiche hanno recentemente attivato letture appaiate (Shendure e Ji 2008).

Terza Generazione

Nelle precedenti piattaforme HT-NGS di seconda generazione, il principio ¢ basato sulla PCR in
emulsione per 'amplificazione di frammenti di DNA, per rendere il segnale luminoso abbastanza
forte per il rilevamento affidabile della base con telecamere CCD. Sebbene l'amplificazione PCR ha
rivoluzionato I'analisi del DNA, in alcuni casi puo introdurre errori di sequenza di base o favorire
certe sequenze rispetto ad altre, modificando cosi la frequenza relativa e l'abbondanza di vari
frammenti di DNA esistenti prima dell’amplificazione. Per superare questo, 'ideale sarebbe poter
generare la sequenza partendo direttamente da una singola molecola di DNA, senza la necessita di

amplificazione tramite PCR e 1 bias conseguenti. le tecnologie che offrono I'opportunita di poter
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generare sequenze da una singola molecola di DNA vengono definite “terza generazione di HT-
NGS” (Schadt, Turner et al. 2010). Il concetto di sequenziamento per sintesi senza uno step di
amplificazione precedente e il sequenziamento di una singola molecola sono attualmente perseguiti
da molte aziende ma non esiste ancora nessuna tecnologia in grado di offrire risultati affidabili,

riproducibili e a costi sostenibili.

I DIVERSI APPROCCI AL SEQUENZIAMENTO
L’introduzione nella pratica dei laboratori delle varie tecniche di sequenziamento ha sicuramento
alimentato la curiosita dei ricercatori verso una comprensione sempre piu dettagliata del genoma
umano; da qui la nascita per esempio del Progetto Genoma Umano (HGP). Le discussioni negli
anni 1980 che hanno portato al HGP sono state motivate dal fatto che conoscere la sequenza del
genoma umano sarebbe straordinariamente utile per comprendere la biologia umana e le malattie.
Per esempio, Dulbecco ha scritto nel 1986 che “Se vogliamo saperne di piu sul cancro, ora
dobbiamo concentrarci sul genoma cellulare”; e ha sostenuto il sequenziamento “dell'intero genoma
di una specie animale selezionata”, in particolare, il genoma umano. Nel 1988, un rapporto dell’'US
National Research Council (NRC) ha articolato un piano audace per uno sforzo che sarebbe
culminato nel sequenziamento dell’intero genoma umano, il rapporto afferma che un tale “progetto
aumenterebbe notevolmente la nostra comprensione della biologia umana e consentirebbe un rapido
progresso nelle diagnosi e nel controllo di molte malattie umane”. Nel quarto di secolo scorso, la
lungimiranza di questa visione ¢ stata confermata. Il progresso nella genomica ¢ stato grandioso.
Anche se le sfide restano impressionanti, gli obiettivi fondamentali non sono cambiati: la genomica e
1 relativi studi biologici su larga scala porteranno, in modi non disponibili in precedenza, ad una
profonda conoscenza sulla biologia dei genomi e quindi delle malattie, a progressi inimmaginabili nel
campo della scienza medica, oltre che della farmagogenomica ed a nuovi modi efficaci per migliorare
la salute umana. Con queste premesse ¢ nato il Progetto Genoma Umano, un imponente progetto
che aveva obiettivi complessi:

- identificare tutti i circa 20.000-25.000 geni nel DNA umano;

- determinare le sequenze dei 3 miliardi di paia di basi che compongono il DNA umano;

- memorizzazione di queste informazioni nei database;

- migliorare gli strumenti di analisi dei dati;

- trasferimento delle tecnologie relative al settore privato;

- affrontare le questioni etiche, legali e sociali (ELSI) che possono derivare dal progetto.
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Naturalmente il “genoma” di ogni individuo ¢ unico a se stesso, la mappatura del genoma umano,
include quindi anche Tidentificazione delle molteplici varianti che ogni individuo “sano” puo
presentare.. La mappatura in piu individui della sequenza nucleotidica che costituisce il loro genoma
ha dato la possibilita di creare un genoma aploide riferimento.

Il Progetto Genoma Umano ¢ stato dichiarato compiuto nel 2003, tuttavia ci sono ancora una serie
di regioni del genoma umano che possono essere considerate incomplete:

- le regioni centrali di ciascun cromosoma, note come centromeri, sono sequenze di DNA
altamente ripetitive e sono difficili da sequenziare utilizzando la tecnologia attuale. I
centromeri sono milioni di coppie di basi lunghe, e per la maggior parte sono assolutamente
non sequenziati;

- le estremita dei cromosomi, chiamate telomeri, sono anch’esse altamente ripetitive. Per la
maggior parte dei 46 cromosomi le regioni telomeriche sono incomplete. F noto quanto
rimane da sequenziare ma il sequenziamento specifico di queste regioni, con la tecnologia
attuale, non ¢ possibile;

- ci sono diversi loci nel genoma di ogni individuo che contengono i membri delle famiglie
multigeniche che sono difficili da districare con metodi di sequenziamento shotgun, queste
famiglie multigeniche spesso codificano proteine per le funzioni immunitarie e sono
incomplete;

- oltre a quanto sopra ci sono ancora alcune regioni chiamate “gaps” che contengono
sequenze altamente ripetitive, e quindi I'identificazione specifica della corretta alternanza
delle quattro basi azotate diviene complessa.

Considerando la sequenza finita non ridondante, pit o meno (2,86 Gb)/(3,1 Gb)=92,3% del
genoma umano ¢ stato sequenziato, coprendo le regioni codificanti, ovvero gli esoni, il Progetto
Genoma Umano puo essere considerato completo; a parte piccoli dettagli.

Recenti miglioramenti nella tecnologia di sequenziamento hanno portato alla cosiddetta nuova
generazione di macchinari che hanno drasticamente ridotto il costo del sequenziamento e che ha
portato al 1000 Genomes Project, che ¢ il primo progetto per sequenziare il genoma di un gran
numero di persone, per fornire una completa risorsa sulla variabilita genetica umana.

Ci sono altri importanti progetti di riferimento del genoma umano che alla fine hanno
l'obiettivo di creare una mappa completa delle variazioni del genoma umano a disposizione della
comunita scientifica mondiale attraverso banche dati pubbliche liberamente accessibili. Questo ¢
molto importante, in quanto si tratta di una perfetta realizzazione della collaborazione umana per la

conoscenza, senza chiedere un risarcimento.
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L'obiettivo del 1000 Genomes Project ¢ trovare piu varianti genetiche che hanno frequenza di
almeno I'1% nelle popolazioni studiate. Questo obiettivo pud essere raggiunto mediante il
sequenziamento di molti individui mediante al medesima tecnologia. Per sequenziare il genoma di
una persona, molte copie del DNA vengono suddivise (in maniera random) in piccoli frammenti,
ognuno dei quali viene sequenziato. Questo implica che le sequenze generate saranno piu o meno
casualmente distribuite in tutto il genoma-exoma, garantendo una lettura omogena dello stesso. I
frammenti vengono quindi allineati alla sequenza di riferimento e uniti tra loro in modo da
ricostruire lintero target Per trovare la sequenza genomica completa di una persona con le
piattaforme di sequenziamento vigenti si richiede il sequenziamento del DNA della stessa per
l'equivalente di circa 28 volte (chiamato 28X). Se le letture della sequenza venisserro fatte solo una
media di una volta in tutto il target (1X), mancherebbe gran parte della sequenza, perché non ci
sarebbe un equilibrio nel numero di frammenti ( e quindi di letture) che coprono uan determinata
regione genomica rispetto a quelli che complementari ad altre regioni. un’adeguata copertura
dell’intero target da sequenziare garantisce la corretta identificazione non solo di variazioni di
singolo nucleotide (SNVs) ma in alcuni casi puo anche consentire di rilevare varianti strutturali.

Il progetto prevede attualmente di sequenziare ciascun campione per 4X coperture; con questa
profondita di sequenziamento non si puo fornire il genotipo completo di ciascun campione, ma
dovrebbe consentire il rilevamento della maggior parte delle varianti con frequenze attorno 1'1%.
Combinare i dati di 2500 campioni dovrebbe consentire in definitiva, di avere una stima altamente
accurata relativa alle varianti geniche di ciascun soggetto.

La creazione di una banca dati delle SNV v comuni degli esoni umani, come il dbSNP, il Progetto
HapMap, il 1000 Genomes Project e altri dati di sequenziamento dell’esoma permette ai ricercatori
di controllare e distinguere se le SNV identificate possono esserre o meno patogenetiche. Questo si
¢ dimostrato efficace sia per filtrare un numero consistente di varianti con bassa probabilita di essere
causative, sia nel riconoscere quelle varianti potenzialmente causative delle malattie mendeliane.

Il goal finale resta quello del Whole Genome Sequencing (WGS), ovvero il sequenziamento
completo del DNA (sia nucleare sia mitocondriale) del genoma di un organismo in un unico
esperimento. (Bonnefond, Durand et al. 2010).

Fin dai suoi primi giorni, la ricerca medica ha cercato di individuare le cause dei disturbi con
l'obiettivo finale di istituire trattamenti terapeutici e trovare una cura. Oggi gli approcci (WGS) sono
stati progettati per scoprire variazioni genetiche che contribuiscono alle malattie rare o comuni.
Nonostante la diminuzione dei costi di sequenziamento, le spese di routine per ottenere e analizzare
1 genomi completi di un gran numero di individui rimangono proibitivi (Hedges, Burges et al. 2009).

I metodi alternativi, anche definiti “targhettati”; si concentrano i solo su regioni specifiche del
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genoma umano, rappresentando approcci a prezzi accessibili per individuare eventuali varianti
genetiche associate alla malattia. Il sequenziamento di tutte le regioni codificanti le proteine del
genoma, indicato anche come exome sequencing, ¢ il candidato promettente: ’esoma (0 exoma)
costituisce circa '1% del genoma umano richiedendo la sequenza di sole 30 Mb circa (Ng, Turner et
al. 2009), il whole exome sequencing ¢ solo 1/20 rispetto al WGS (Ng, Bigham et al. 2010); i
polimorfismi dei singoli nucleotidi (SNPs) che si verificano nelle regioni codificanti, sono le cause
pit comuni per le malattie mendeliane (Horner, Pavesi et al. 2010).

Rare malattie monogeniche sono di interesse sostanziale perché l'identificazione delle loro basi
genetiche fornisce importanti conoscenze sui meccanismi della malattia, pathway proteici e
potenziali bersagli terapeutici. Tuttavia, ad oggi, sono state scoperte meno della meta delle varianti
alleliche sottostanti tutte le malattie monogeniche. Cio ¢ perché l'identificazione delle ( Variazioni del
singolo nucleotide, SNVs) per molte malattie rare ¢ fondamentalmente limitata da fattori quali la
disponibilita solo di un piccolo numero di individui affetti (casi) o famiglie, 'eterogeneita del locus, o
sostanzialmente la ridotta capacita riproduttiva; ciascuno di questi fattori diminuisce il potere delle
tradizionali strategie di clonazione posizionale e spesso limita I'analisi a geni candidati identificati a
priori. Al contrario, 'approfondito risequenziamento di tutti i geni umani per la scoperta di varianti
alleliche potrebbe identificare il gene alla base di una rara malattia monogenica. Le tecnologie di
sequenziamento in parallelo del DNA hanno reso sempre piu pratico il risequenziamento dell'intero
genoma di individui umani, anche se il costo resta un fattore fondamentale.

Il sequenziamento dell’esoma, piuttosto che I'intero genoma umano, risulta quindiben giustificato
come una strategia efficace per la ricerca di mutazioni causative dei disordini mendeliani.

In primo luogo gli studi di clonazione posizionale, che sono incentrati sulle sequenze proteina-
codificanti, se adeguatamente eseguiti dimostrano grande successo nell’identificazione di varianti alla
base di malattie monogeniche.

In secondo luogo, la netta maggioranza delle varianti alleliche conosciute alla base dei disturbi
mendeliani interviene sulle sequenze proteina-codificanti. I siti di splicing accettori e donatori
rappresentano una classe aggiuntiva di sequenze che sono arricchite da varianti altamente funzionali
e si mira pertanto anche a questi.

In terzo luogo, una grande frazione di rare varianti non-sinonime del genoma umano si prevede che
siano deleterie. Cio contrasta con le sequenze non codificanti, dove le varianti con piu probabilita
non hanno effetto sul fenotipo, o solo debole effette, anche se ben conservate.

’esoma rappresenta quindi un sottoinsieme altamente ricco del genoma in cui cercare le varianti

con grande effetto sul fenotipo.
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Lo studio di linkage, che ¢ stato utilizzato attraverso l'ultimo mezzo secolo per comprendere e
descrivere 1 disordini mendeliani, non ¢ adatto per le estremamente rare malattie mendeliane a causa
della difficolta nella raccolta di un numero adeguato di individui affetti (di famiglie multi-
generazionali) e famiglie per un studio statisticamente significativo. Questo approccio non ¢
applicabile anche per i casi sporadici, per esempio la sindrome di Kabuki, una rarissima autosomica
dominante mendeliana disturbo con un'incidenza stimata di 1 in 32.000, dove la maggior parte dei
casi segnalati sono sporadici (Ng, Buckingham et al. 2010). Come risultato, la variante causativa ed il
gene candidato per la sindrome di Kabuki sono rimasti sconosciuti fino a poco tempo fa. Un totale
di 33 diverse varianti causative in MLL2 sono stati identificati dalla Ng et al. (2010) in 35 di 53
individui affetti da sindrome di Kabuki. Inoltre in 12 di questi individui, di cui erano disponibili i
campioni dei genitori, le varianti in MLLL2 sono state identificate come mutazioni de novo. Nello
studio solo dieci di questi individui sono stati studiati utilizzando exome sequencing per identificare
le varianti causali in MLL2, e gli esoni di questo gene sono stati poi screenati in ulteriori 43 casi
mediante sequenziamento Sanger (Ng, Bigham et al. 2010).

Analogamente, la maggior parte dei casi di sindrome di Schinzel-Giedion si sono verificati
sporadicamente suggerendo che varianti de novo in eterozigosi possono aver causato il disturbo. Cio
¢ stato ora ulteriormente supportato dall’identificazione di varianti de novo causative in SETBP1 in
quattro individui affetti da questo disturbo attraverso exome sequencing (Hoischen, van Bon et al.
2010). Queste varianti de novo causative non sarebbe state altrimenti identificate senza exome
sequencing. Al contrario, anche se nessuna delle varianti causali in DHODH sembra essersi
verificato de novo per la sindrome di Miller, ¢ ancora una malattia estremamente rara (Ng,
Buckingham et al. 2010). Nell'insieme, questi studi hanno dimostrato i vantaggi di exome sequencing
oltre lo studio di linkage in situazioni in cui un piccolo numero di campioni indipendenti o casi
sporadici sono disponibili.

Inoltre lo studio di linkage non ¢ utile per i disturbi mendeliani con eterogeneita genetica (le varianti
causative sono presenti in geni diversi) ed eterogeneita fenotipica (diverse manifestazioni cliniche o
fenotipiche conducono all'incertezza nella diagnosi del disturbo). Allo stesso modo, questi problemi
sono ben rappresentati nella sindrome di Kabuki, che ¢ probabilmente una malattia geneticamente
eterogenea in quanto non tutti gli individui colpiti hanno varianti causali nel gene singolo candidato
(MLL2) (Ng, Bigham et al 2010;. Paulussen, Stegmann et al 2010). Tuttavia, a sostenere
ulteriormente la sua eterogeneita genetica, le varianti in diversi geni causali non sono ancora state

trovate. Exome sequencing ¢ piu utile per 1 disturbi con una probabile eterogeneita genetica.
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Questa strategia puo essere estesa anche alle malattie con una genetica piu complessa, attraverso
Panalisi di campioni di dimensioni piu grandi e lo studio dell'impatto funzionale delle varianti non-
sinonime identificate.

Inoltre, il whole exome sequencing rappresenta una base promettente per la medicina genomica
) q g rap p p g
personalizzata, infatti grazie all'identificazione del gene causativo sara possibile individuare il
pathway proteico alterato che puo fornire il target per una terapia mirata. Conoscere la base genetica
dell'epilessia di un paziente inoltre puo essere utile per la diagnosi, ma anche per stimare il rischio di

p p p p g ) p

ricorrenza in successive gravidanze.
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CAPITOLO 2 - MATERIALI E METODI

PIATTAFORMA CUSTOM DI NEXT GENERATION PER L’EPILESSIA

Le epilessie si presentano con un'ampia gamma di caratteristiche cliniche, sono riconosciute oltre 50
sindromi epilettiche distinte. Le epilessie possono essere sintomatiche, caratterizzate da causa
identificabile come i disturbi metabolici, traumi o tumori cerebrali intracranici; o idiopatiche, che si
verificano in assenza di fattori causali identificabili e si pensa possano avere un forte contributo
genetico, anche se attualmente 'eziologia genetica ¢ determinata solo per una piccola parte di esse.
Infatti, in letteratura sono presenti numerosi studi volti all'identificazione delle cause molecolari, sia
attraverso studi di linkage sia con I'adozione della piu recente ed efficace tecnica degli array-CGH;
quest ultima ha permesso a Mefford et al (2010) di evidenziare la presenza di variazioni del numero
di copie (Copy Number Variants, CNVs) come delezioni o amplificazioni, in non meno del 3% dei
casl studiati.

La diagnosi molecolare di epilessia ¢ importante soprattutto in ambiente pediatrico sia per
rassicurare i genitori che per utilizzare le terapie mirate, ma anche per la precisa determinazione del
rischio di ricorrenza nelle gravidanze successive, tenendo presente che alcune anomalie sono
carattetizzate da bassa penetranza/variabilita fenotipica (Escayg et al., 2010).

L’identificazione dell’anomalia genetica patologica nelle epilessie idiopatiche puo essere complicato,
perché lo stesso fenotipo caratterizzato da anomalie elettroencefalografiche puo essere riconducibile
a diversi geni. La tendenza generale nella ricerca genetica delle epilessie ¢ lo sviluppo di piattaforme
sempre piu potenti volte all'identificazione di CNVs e per lo studio approfondito della sequenza
genomica.

Inevitabilmente, questo approccio  portera rapidamente alla scoperta di anomalie genetiche
potenzialmente correlate alle epilessie genetiche, e questo avra importanti implicazioni per la nostra
capacita di diagnosticare e prevedere con precisione il follow up. Ma soprattutto, tale sforzo in
ambito di diagnosi molecolare portera alla stratificazione dei pazienti in funzione del parthway
proteico alterato in modo da consentire la conduzione di trials clinici volti al recupero di funzione
delle macromolecole compromesse dall’alterazione genica.

Per offrire la massima possibilita diagnostica per i clinici coinvolti nell’epilessia infantile, abbiamo
deciso di istituire una piattaforma 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 epilessia.

Questo approccio dovrebbe consentire I'identificazione non solo di mutazioni classiche gia note per
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essere associate con un dato tipo di epilessia, ma anche differenti tipi di mutazioni, nello stesso gene,
eventualmente associato ad un diverso tipo di epilessia.

Lo screening delle mutazioni con il convezionale metodo Sanger ¢ considerato il “gold standard”
riguardo alla qualita delle sequenze ottenute. Tuttavia, questo metodo permette ’analisi di un solo
gene per volta, esone per esone e molto spesso vengono ricercate solo le mutazioni note piu
comunemente associate alla patologia in studio .

Al contrario, la tecnica recentemente sviluppata del Next Generation Sequencing (NGS) consente il
sequenziamento contemporaneo dellintera porzione codificante di tutti 1 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.

Al fine di 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:

A2BP1, ALDH7A1, AP4El1, ARHGEF9, ARX, ASPM, ATP1A2, ATPGAP2, BRD2,
CACNA1A, CACNAIG, CACNATH, CACNB4, CASR, CCM2, CDKL5, CHRNAZ2,
CHRNA4, CHRNB2, CLCN2, CLN8, CNTNAP2, CSTB, DCX, DMD, DYRK1A, EFHC]1,
EPM2A, FLNA, FOXG1, GABBR1, GABRA1, GABRAG, GABRB3, GABRD, GABRG?2,
GJD2, GLUT1, GPR56, GRIK1, GRIN2A, GRIN2B, GPR98, HCN1, JRK, HTT, KCNAI,
KCNAB2, KCND2, KCNJ10, KCNMA1, KCNN3, KCNQ2, KCNQ3, KCTD7, KRITI,
LGI1, LIS, MAGI2, MECP2, MEF2C, MLLT3, NDP, NEDD4L, NHLRC1, NOTCH3,
OPA1, OPHN1, OPRMI1, PAX6, PCDH19, PDCD10, PDYN, PLCB1, POLG, PORCN,
PPP2R2C, PQBP1, PRICKLEI, SCARB2, SCN1A, SCN1B, SCN2A, SCN3A, SCNO9A,
SHANK3, SLCIA3, SLC25A2, SLC2A1 (GLU1), SLC2A2 (GLUT2), SLC4A10, SLC4A3,
SLCGA3, SLCYAG, 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.
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PAZIENTI
CASI

Per il sequenziamento del DNA con NGS sono stati selezionati 20 pazienti affetti da diversi tipi di
epilessia sia isolata, sia associata a disabilita intellettiva o ritardo psicomototio seguiti ¢/o la Struttura
Semplice Funzioni Speciali di Epilettologia dell'Infanzia e dell'Adolescenza (Responsabile Prof.
Veggiotti), all'interno della Struttura Complessa di Neuropsichiatria Infantile (Prof. Balottin) ¢/o
I'IRCCS Fondazione Istituto Neurologico Nazionale Casimiro Mondino di Pavia (Tab.2). I soggetti
in studio sono stati valutati per l'epilessia secondo un protocollo standard per la valutazione
diagnostica della loro malattia. I'esame obiettivo e la revisione dell’anamnesi sono stati eseguiti su
ciascun paziente. Tutti i pazienti dello studio sono stati sottoposti all'elettroencefalogramma, rivisti e
interpretati secondo gli standard ILAE. La Risonanza Magnetica dell’encefalo (MRI) ¢ stata eseguita
in tutti 1 soggetti con crisi, in conformita con il protocollo standard.

4 dei 20 pazienti hanno un fenotipo ben noto, Sindrome di Dravet, encefalopatia Piridossino-
dipendente e malformazione cerebrale caratterizzata da doppia corteccia, che suggeriva uno o piu
geni candidati. 10 dei 20 pazienti sono stati assegnati al fenotipo per cui il background genetico ¢
largamente sconosciuto, come epilessia mioclonica, epilessia rolandica, epilessia generalizzata
idiopatica, GEFS+, convulsioni febbrili semplici e plus. I rimanenti 6 pazienti hanno una aspecifica
manifestazione di crisi epilettiche con o senza ritardo mentale. 8 pazienti presentano familiarita
positiva per epilessia, 1 rimanenti invece sono casi sporadici. I pazienti sono stati selezionati in modo
casuale. Alcuni pazienti erano gia stati sottoposti in precedenza ad esami genetici con le tecniche
convenzionali, che avevano dato esito negativo, in un caso ¢ stata confermata la mutazione gia

segnalata con i metodi tradizionali.

PZ S ETA’ DIAGNOSI CLINICA EEG AED RMN FAMIGLIARITA’
1- EM. F 17 aa Encefalopatia epilettica | Parto alla 36esima Numerosissime VPA Anomalia Dubbia
(83-11) in soggetto con settimana per PROM. | scariche di + malformativa consanguineita tra i
anomalia malformativa | Tappe sviluppo in polipunta onda CBZ caratterizzata genitori.
cerebrale (doppia ritardo. Dai 10 aa crisi | diffuse che nel + ETS | dalla presenza di
corteccia). generalizzate e sonno diventano una spessa banda
parziale. ENgrimaces per lunghi tratti di sostanza grigia
facciali, impaccio sub continue. eterotopica
motorio. RM grave. completa “doppia
corteccia”
2-G.P. F 14 aa Encefalopatia A 2 gg crisi TCG. Dal | Modeste LMT Nella norma. Non riferita.
(84-11) 7 mm piridossino-dipendente. | mese crisi parziali e anomalie lente +
generalizzate posteriori Piridos
FCresistenti e stato di | bilaterali sina
male, miglioramento prevalenti a sx
con introduzione di
Piridossina. A 6 aa QI
104, a 8 aa QI 100, a
10 aa QI 92. Disturbo
funzionale con
dispercezioni visive.
3-S.F. M 14 aa Epilessia Piridossino- A1 mese primi In passato Piridos | Nella norma. Zio della md con
(85-11) 5mm dipendente episodi critici, presenti | anomalie a tipo sina. quadro di disabilita
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fino al 2000 quando ¢
stata introdotta terapia
con Vit B6 con

O lenta diffusa di
grande ampiezza
a cui

motoria, disturbo
dell’eloquio,
lentamente

controllo delle crisi. incostantemente progressiva ad
Da 10 aa non piu crisi. | corrispondono esordio in eta tardo
EN e livello cognitivo | mioclonie diffuse. infantile (7-8 aa).
adeguati. Attualmente
modeste
anomalie.
4-S.T. M 4aa Sindrome di Dravet, Prime tappe sviluppo Organizzazione VPA Nella norma Non riferita
5mm mutazione del sito di psicomotorio e del povera, modeste +
spicing ¢.1029-2A<G linguaggio adeguati a anomalie puntute | TPM
allo stato di eterozigosi 12 mm, GQ di 92. centrali e sul +
nel gene SCN1A. Dai 4 mm crisi in Vertice. CBM
iperpiressia a partenza +
focale. Persistenza di Stitipe
crisi. Deterioramento ntolo
cognitivo GQ
69.6/100 poi GQ
48.6. EN: stereotipie,
impaccio, RM..
1- E.B. M 9aa Epilessia mioclonica Grave RM Tracciati lento, P- | VPA Nella norma. Non rifetita
(14-11) 3mm (deterioramento O e PP sia + ETS
cognitivo), crisi multifocali che 4
miocloniche o TCG. scariche con NTZ
EN. Segni cerebellati. mioclonie + HC
generalizzate. + PB
2- M Gaa Epilessia mioclonica Dai 4aa crisi con Scariche di PP-O | VPA, Non eseguita Fratello di S.D.M. (7-
M.D.M. 11mm caduta del capo, che LMT 11)
(8-11) mioclono negativo cotrispondono a
AASS e tronco. mioclonie
QIT 124, QIV 119, parcellari.
QIP 124.
EN nella norma.
3- M 14aa Epilessia generalizzata Un episodio ctitico Scariche P-O LMT Nella norma Fratello di M.D.M.
S.D.M. 10mm con mioclonie AASS. lenta, PP-O lenta (8-11)
(7-11) QIT 121, QIV 118, a35Hz,a
QIP 120. dubbia partenza
EN nella norma. focale (frontale)
4-D.G F 26 mm | Convulsioni febbrili Dagli 8 mm numerosi | Nella norma VPA Non eseguita Importante
Plus episodi di CF anche famigliarita per CF +
con lieve iperpiressia. da parte della
Sviluppo famiglia del pd (vedi
psicomotorio e risultati)
linguaggio adeguati
(GQ = 116). EN nella
norma.
5-MM. | M 6aa EPR Non sicuri episodi P lenta seguitada | Nessu | Non eseguita Famigliarita per EPR
(12-11) 9 mm critici. O in sede T-C na (vedi tisultati)
EN e cognitivo nella bilateralmente, in
norma. sonno sub-
continue.
6- J.M. M 8 aa Ritardo mentale lieve- Prime tappe sviluppo Buona VPA Non eseguita. Md affetta da
(9-11) 3mm | moderato in paziente psicomotorio e del organizzazione + epilessia
con epilessia linguaggio in epoca. A | sia in veglia che LMT generalizzata in
mioclonica 4 aa prime crisi in sonno senza terapia. Il fratello
miocloniche, Q.S. che siano della md soffriva di
90,4. Attualmente riconoscibile epilessia a tipo
EN nella norma. RM anomalie assenza. 1l pd della
(QIT 53). Da qualche | epilettiformi Sig.ra ha presentato
anno non piu crisi. un episodio ctitico
nei primi mesi di
vita.
7- A M. M 16 aa Convulsioni Febbrili A 2 aa esordio, Anomalie VPA Non eseguita. Importante
10 mm | Plus convulsione in puntute. sospes famigliarita per CF+
iperpiressia, ultima a 6 o nel nella famiglia del
aa e dopo sospensione 2006. ramo paterno. Anche
VPA a 11 aa. il fratello ha
EN, QI nella norma. presentato CF+.
8- G.P. F 7 aa GEFS+ (Neg analisi A 16 mm crisi TCG in | Molte anomalie LEV Nella norma. Emicrania in linea

geentica per SCN1A)

iperpiressia, in seguito
ulteriori epiusodi
anche in apiressia.
Tappe sviluppo in
epoca. E, livello

diffuse di grande
ampiezza a tipo
PPO.

materna.
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3-A.G.

(98-11)

6- MLS.
(963-09)

GEFS+ (Neg analisi
geentica per SCN1A).

Encefalopatia
epilettica, pregressa
S. di West,
ipotiroidismo

Encefalopatia
epilettica

Encefalopatia
epilettica in paziente
con quadro
malformativo
complesso.

Epilessia parziale in
paziente con sclerosi
temporomesiale
sinistra e alterazioni
displasiche del polo
temporale sinistro

Encefalopatia
congenita di ndd.

Encefalopatia
epilettica e DPS

cognitivo nella norma.
Da 2 anni non piu

Due convulsioni

febbrili. EN e

CFa3aa,a6aa
sospesa th. A 15 aa
crisi TCG in apiressia
e uno in iperpiressia.
Altri episodi a 16 aa.
EN e livello cognitivo
nella norma.

Grave ritardo
psicomotorio, dai 3
mm spasmi in
flessione poi crisi
parziali, reflusso
GE, ipotiroidismo

A 23mm crisi TCG,
poi crisi parziali e
generalizzate
pluriquotidiane.
Grave ritardo
psicomotorio.
Ipercinesie diffuse.
Ad 1 mm riscontro
di pregressa
emorragia cerebrale
e blocco flusso
liquorale,
derivazione
ventricolo
peritoneale. Crisi
focali e spasmi. A 1
aa QS 58.6.

Grave RM,
linguaggio assente,
deambulazione con
Putilizzo di tutori
AFO gamba-piede.

A 5 mm convulsione
in iperpiressia.
Sviluppo
psicomototio
adeguato. Ulteriori
episodi con
mioclonie, stato di
male. A 2 aa QS 90.
Non piu crisi da un
anno e 1/2. EN
nella norma.

A 4 mm insorgenza
episodi critici.
Spasmi ed
ipsaritmia. Grave
ritardo
psicomotorio, non
controllo completo
del tronco, ipotonia,
strabismo,
stereotipie motorie.

Dai 3gg crisi TCG
poi crisi a partenza
focale. Ritardo

Nella norma

P e PPO
generalizzate, poi
solo modeste
anomalie.

Ipsarirmici in
passato.

Scarsa
otganizzazione,
non figure
fisiologiche. O
lente e anomalie
multifocali.

P e PP-O di
grande
ampiezza
diffusa, non
attivita
fisiologica.

Anomalie a tipo
P-O atipica
sulle regioni
anteriori di
entrambi gli
emisferi che si
attivano nel
sonno anche in
lunghe
sequenze.

Modesta
asimmetria
interemisferica
per destra piu
lenta di sinistra
non anomalie
epilettiformi.

Poco
organizzato,
lento,
asimmetria
intreremisferica
per dx piu lenta
di sx,. Non
anomalie
epilettiformi.

Anomalie P e P-
Osulle regioni
Ce Fdisx.

Capitolo 2 — Materiali e metodi

VPA
dai 3 ai
6aa
con
benefi
cio.
Poi
ancora

Non eseguita

Asimmetria
ippocampale,
incompleta
rotazione
struttura
ippocampale.

RMN
pseudoatrofia
iatrogena o
atrofia
cerebrale?

Nella norma

Quadro
malformativo
complesso, con
anomalia di
Chiari associata
a schizencefalia
temporale
bilaterale a
labbra aperte e
possibile
displasia setto-
ottica. Presenti
gli esiti degli
ematomi
frontali.
Marcata
dilatazione ex-
vacuo del
sistema
ventricolare
sovratentoriale.
Anomalie
compatibili con
sclerosi
temporomesiale
sX, associata ad
alterazioni
displasiche del
polo temporale
SX.

Atrofia
cetebrale
diffusa di
discreta-
marcata entita
con aree
terminali e
ritardo della
mielinizzazione.

Nella norma

Pd una convulsione
febbrile, Md CF +
Assenze

Pd con CF. Sorella
con CF e
fotosensibilita.

Non riferita

Non riferita,
genitori
consanguinei
(cugini primi)

Non riferita.

Non riferita.

Zia materna
deceduta per grave
cardiopatia in S. di
Down.

Non riferita
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acquisizioni psico-
motorie. Quadro

DPS. Impaccio
motorio. Linguaggio
assente. Grave RM.

Tab.2 Elenco dei 20 pazienti epilettici prelevati per essere sottoposti ad analisi genetica con NGS. Nei tiquadro bianchi i pazienti con quadto
fenotipico ben noto, che suggerivano uno o piu geni candidati. Nei riquadri grigio chiaro i pazienti con fenotipo per cui il background genetico ¢
latgamente sconosciuto. Nei riquadti in grigio scuro i pazienti che hanno una aspecifica manifestazione di crisi epilettiche con o senza ritardo mentale.

CONTROLLI

I soggetti di controllo sono stati reclutati tra i donatori di sangue. La valutazione clinica dei controlli
¢ stata limitata alle risposte ad un questionario strutturato di medicina generale con particolare
attenzione a tutti 1 sintomi neurologici o cardiaci. Solo gli individui con un’anamnesi remota e

prossima negative sono stati inclusi.

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 ¢/o questa Struttura, da parte dei soggetti testati o dai loro tutoti
legali nel caso dei pazienti minorenni.

11 DNA genomico ¢ 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 ¢ 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 (Illumina, 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 l'aggiunta di basi “A” all'estremita 3’ dei frammenti di DNA con segente
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purificazione, sempre utilizzando Agencourt AMPure XP beads e successiva ligazione degli
adattatori specifici alle estremita dei frammenti e amplificazione tramite PCR (Polymerase Chain
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 °C 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 avviene anche P'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
lumina 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 ¢ 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 cotrsia della flowcell.

CORSA SU ILLUMINA GAIIX E ACQUISIZIONE DATI

Il sequenziamento ¢ stato eseguito sulla piattaforma Illumina Genome Analyzer IIx con letture di

sequenze di circa 100-bp in paired-end, in accordo con il protocollo del produttore. Una cattura
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mirata del’esoma ¢ 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 pit recente del genoma umano (GRCh37/hgl9) 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.soutceforge.net/), riallineate localmente per lidentificazione 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
(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 z-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 ¢ 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 i 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 ¢ 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
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stesso per lo . Questo approccio sfrutta il Paired-End per evitare la perdita dei letture di alta qualita
del sequenziamento del campione sconosciuto che si verificherebbe se I'index 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. 1
Multiplexing Read 2 Sequencing Primer viene appaiato al filamento complementare ed esteso per

completare la lettura finale.

FIGURE 1: MULTIPLEXED SEQUENCING PROCESS
A. READ 1 B. INDEX READ C. READ 2

I/ Rd2 SP
DNA DNA
insert insert

L Index SP
Index

7777'!‘7777'7777'!7777'

Figura 1: esemplificazione delle reazioni per il sequenziamento di un pool di librerie multiplexate.

Utilizzando 1l software Pipeline Analysis di 1llumina, ciascun indice ¢ associato ad una particolare

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

SEQUENZIAMENTO SANGER

Il sequenziamento bidirezionale Sanger delle SNVs identificate come potenzialmente causative ¢
stato eseguito utilizzando primers disegnati con Primer3 (http://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi) ed applicando il metodo standard.

I dati acquisiti vengono sottoposti a screening per le variazioni e quelle che hanno maggiore
rilevanza sono controllate attraverso l'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
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sequenziati attraverso metodo Sanger. L’analisi Sanger ¢ 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/) ¢ stata disegnata una
piattaforma target mirata all’arricchimento delle sequenze esoniche di 106 geni selezionati poiche
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) 1 geni associati con epilessia idiopatica,

2) geni associati con l'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 diverst tipi di disturbi epilettici.

: Emmle DNA Sample 1, 2.0
1 Shear
" DNA fragments
l Repair ends
" Blunt-ended fragments with 5'-phosphoryated ends
l Add Klenow and dATP
3-da averhang
Ligate m:!enng-gpg:ll::
o adaplers
7 Benomic Locations Edapter-modified ends
1 Bait Design in eArray AMPure XP bead

T SGseiect Capere psearen

Library TRemaral of unfigated adapie:s

PCR with InPt1.0 and
SureSelect Pre-capture
Rewverse PCR primirs
— 'rl‘lepped Library
J
—.
“Utrary Hybridization (1 per ssmple}
4 24 hours at 85°C
m’m € Selection
l Magnetic bead selection
m and Index Tagging
l PCR and purification
husliey Azsessmant of each indaxed sample
1 Bioanalyzer
ool samples 1, 2..0
¥
Ceguansing
______________________________________________________________________|

-

Figura 2: Protocollo Agilent SureSelectXT.
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CAPITOLO 3 - RISULTATI

Riportiamo i risultati del sequenziamento con NGS del DNA dei 20 pazienti affetti da diversi tipi di
epilessia sia isolata, sia associata a disabilita intellettiva o ritardo psicomotorio e riportati nel capitolo
precedente.
Al fine di selezionare solo le potenziali mutazioni patogene, abbiamo considerato tutti i SNPs (Single
Nucleotide Polymorphism) precedentemente segnalati sui database:

- dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/);

- 1000 Genome Project (http://www.1000genomes.org/dati);

- Progetto Exome Sequencing (http://esp.gs.washington.edu/drupal/).
come mutazioni “benigne” e non correlate con i disturbi presentati dai pazienti. Anche le mutazioni
sinonime sono state filtrate e non considerate come associate al quadro clinico presentato dai
pazienti. Abbiamo considerato invece solo i SNPs esonici o nelle regioni di Splicing come potenziali
causativi, sono state identificate molte varianti nelle regioni non codificanti (introniche, regioni non
tradotte UTRs).
Sono state identificate mutazioni in 8 dei 20 pazienti (40%) che siano causative di malattia, tutte
confermate dal Sequenziamento convenzionale Sanger e, ove possibile, convalidato dai test dei
genitori e dall’analisi della segregazione.
Sono state rilevati 3 pazienti con mutazioni su 4 (75%) del primo gruppo a fenotipo noto; 3 pazienti
con mutazioni su 10 (30%) con fenotipo per cui il background genetico ¢ largamente sconosciuto ed
infine, 2 pazienti con mutazioni su 6 (33%) con manifestazione aspecifica di crisi epilettiche con o

senza ritardo mentale (Tab. 1)

PZ S ETA DX CLINICA EEG AED RMN FAM. MUTAZIONI
1- E.M. (83- F | 17aa Encefalopati | Parto alla 36esima Numerosissime VPA + Anomalia Dubbia DCX
11) a epilettica in | settimana per PROM. | scariche di CBZ + malformativa | consanguineit | ¢.298C>T
soggetto con | Tappe sviluppo in polipunta onda ETS caratterizzata | a (p-Arg100X)
anomalia ritardo. Dai 10 aa diffuse che nel dalla tra i genitori.
malformativ | crisi generalizzate e sonno diventano presenza di
a cerebrale parziale. ENgrimaces | per lunghi tratti una spessa
(doppia facciali, impaccio sub continue. banda di
corteccia). motorio. RM grave. sostanza
grigia
eterotopica
completa
“doppia
corteccia”
2- G.P. (84- F | 14aa Encefalopati | A 2 gg crisi TCG. Modeste LMT + Nella norma. | Non riferita. ALDH7A1
11) 7mm | a Dal mese crisi parziali | anomalie lente Piridossina c.1405+5G>A e
piridossino- e generalizzate posteriori p-Asn167Ser
dipendente. FCresistenti e stato di | bilaterali
male, miglioramento prevalenti a sx
con introduzione di
Piridossina. A 6 aa
QI 104,28 2a QI
100, a 10 aa QI 92.
Disturbo funzionale
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con dispercezioni
visive.

3-S.F. (85- M | 14aa Epilessia A1 mese primi In passato Piridossina. | Nella norma. | Zio della md
11) 5mm Piridossino- episodi critici, anomalie a tipo con quadro di
dipendente presenti fino al 2000 O lenta diffusa disabilita
quando ¢ stata di grande mototia,
introdotta terapia con | ampiezza a cui disturbo
Vit B6 con controllo incostantemente dell’eloquio,
delle crisi. corrispondono lentamente
Da 10 aa non piu mioclonie progtessiva ad
crisi. diffuse. esordio in eta
EN e livello Attualmente tardo infantile
cognitivo adeguati. modeste (7-8 aa).
anomalie.
4-S.T. M | 4aa Sindrome di | Prime tappe sviluppo | Otrganizzazione VPA + Nella norma Non riferita SCN1A
5mm Dravet, psicomotorio e del povera, modeste | TPM + c.1029-2A<G
mutazione linguaggio adeguatia | anomalie CBM +
del sito di 12 mm, GQ di 92. puntute centrali Stiripentolo
spicing Dai 4 mm crisi in e sul
¢.1029- iperpiressia a Vertice.
2A<G allo partenza focale.
stato di Persistenza di crisi.
eterozigosi Deterioramento
nel gene cognitivo GQ
SCNI1A. 69.6/100 poi GQ
48.6. EN: stereotipie,
impaccio, RM..
1- E.B. M | 9aa Epilessia Grave RM Tracciati lento, VPA + Nella norma. | Non riferita
(14-11) 3mm mioclonica (deterioramento P-O e PP sia ETS +
cognitivo), crisi multifocali che NTZ +
miocloniche o TCG. scariche con HC + PB
EN. Segni cerebellari. | mioclonie
generalizzate.
2- M.D.M. M | 6aa Epilessia Dai 4aa crisi con Scariche di PP-O | VPA, LMT | Non eseguita | Fratello di
(8-11) 11lmm | mioclonica caduta del capo, che S.D.M. (7-11)
mioclono negativo cotrispondono a
AASS e tronco. mioclonie
QIT 124, QIV 119, parcellari.
QIP 124.
EN nella norma.
3-S.D.M. M | 14aa Epilessia Un episodio critico Scariche P-O LMT Nella norma | Fratello di
(7-11) 10mm | generalizzata | con mioclonie AASS. | lenta, PP-O lenta M.D.M. (8-
QIT 121, QIV 118, a3.5Hza 11)
QIP 120. dubbia partenza
EN nella norma. focale (frontale)
4-D.G F | 26 Convulsioni | Dagli 8 mm numerosi | Nella norma VPA Non eseguita | Importante GABRG2
mm febbrili Plus | episodi di CF anche famigliarita c.351dup
con lieve iperpiressia. pet CF + da
Sviluppo parte della
psicomotorio e famiglia del
linguaggio adeguati pd (vedi
(GQ =116). EN risultati)
nella norma.
5- M.M. M | 6aa EPR Non sicuti episodi P lenta seguita Nessuna Non eseguita | Famigliarita GRIN2A
(12-11) 9 mm critici. da O in sede T-C per EPR (vedi | p.Asp776Tyr
EN e cognitivo nella bilateralmente, in risultati)
norma. sonno sub-
continue.
6- J.M. M | 8aa Ritardo Prime tappe sviluppo | Buona VPA + Non Md affetta da
(9-11) 3mm | mentale psicomototio e del organizzazione LMT eseguita. epilessia
lieve- linguaggio in epoca. sia in veglia che generalizzata
moderato in | A 4 aa prime crisi in sonno senza in terapia. Il
paziente con | miocloniche, Q.S. che siano fratello della
epilessia 90,4. Attualmente riconoscibile md soffriva di
mioclonica EN nella norma. RM | anomalie epilessia a
(QIT 53). Da qualche | epilettiformi tipo assenza.
anno non piu crisi. 11 pd della
Sig.ra ha
presentato un
episodio
critico nei
primi mesi di
vita.
7- A M. M | 16aa Convulsioni | A 2 aa esordio, Anomalie VPA Non Importante
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10 Febbrili Plus | convulsione in puntute. sospeso nel | eseguita. famigliarita
mm iperpiressia, ultima a 2006. per CEF+ nella
6 aa e dopo famiglia del
sospensione VPA a ramo paterno.
11 aa. Anche il
EN, QI nella norma. fratello ha
presentato
CF+.

8- G.P. 7 aa GEFS+ A 16 mm ctisi TCG Molte anomalie LEV Nella norma. | Emicrania in
(Neg analisi in iperpiressia, in diffuse di grande linea materna.
geentica per seguito ultetioti ampiezza a tipo
SCN1A) epiusodi anche in PPO.

apiressia. Tappe
sviluppo in epoca. E,
livello cognitivo nella
norma. Da 2 anni
non piu crisi.
9- M.R. 5aa CIF Due convulsioni Nella norma Nessuna Non eseguita | Pd una SCN2A
(91-11) 7mm febbrili. EN e convulsione c.1490G>A
cognitivo adeguato. febbrile, Md
CF + Assenze
10- T.Z. 12 aa GEFS+ CFa3aaa6aa P e PPO VPA dai 3 Asimmetria Pd con CF.
6mm | (Neg analisi sospesa th. A 15 aa generalizzate, poi | ai 6aacon | ippocampale, | Sorella con
geentica per | crisi TCG in apiressia | solo modeste beneficio. incompleta CFe
SCN1A). e uno in iperpiressia. anomalie. Poi ancora | rotazione fotosensibilita
Altri episodi a 16 aa. VPA. struttura
EN e livello ippocampale.
cognitivo nella
norma.

Encefalopat
ia

epilettica,
pregressa S.
di West,
ipotiroidis
mo

Encefalopat
ia epilettica

Encefalopat
ia epilettica
in paziente
con quadro
malformati
vo
complesso.

Epilessia
parziale in
paziente
con sclerosi

temporome

Grave ritardo
psicomotorio, dai 3
mm spasmi in
flessione poi crisi
parziali, reflusso
GE, ipotiroidismo

A 23mm crisi TCG,
poi crisi parziali e
generalizzate
pluriquotidiane.
Grave ritardo
psicomotorio.
Ipercinesie diffuse.
Ad 1 mm riscontro
di pregressa
emorragia cerebrale
e blocco flusso
liquorale,
derivazione
ventricolo
peritoneale. Crisi
focali e spasmi. A 1
aa QS 58.6.

Grave RM,
linguaggio assente,
deambulazione con
Putilizzo di tutori
AFO gamba-piede.

A 5 mm
convulsione in
iperpiressia.
Sviluppo
psicomotorio

Ipsarirmici in
passato.
Scarsa
organizzazione,
non figure
fisiologiche. O
lente e
anomalie
multifocali.

P e PP-O di
grande
ampiezza
diffusa, non
attivita
fisiologica.

Anomalie a
tipo P-O
atipica sulle
regioni
anteriori di
entrambi gli
emisferi che si
attivano nel
sonno anche in
lunghe
sequenze.

Modesta
asimmetria
interemisferica
per destra piu
lenta di sinistra
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RMN
pseudoatrof
ia iatrogena
o atrofia
cerebrale?

Nella
norma

Quadro
malformativ
o
complesso,
con
anomalia di
Chiari
associata a
schizencefal
ia temporale
bilaterale a
labbra
aperte e
possibile
displasia
setto-ottica.
Presenti gli
esiti degli
ematomi
frontali.
Marcata
dilatazione
ex-vacuo
del sistema
ventricolare
sovratentori
ale.
Anomalie
compatibili
con sclerosi
temporome
siale

Non riferita

Non riferita,
genitori
consanguine
i (cugini
primi)

Non riferita.

Non riferita.

GRIN2B
c.2096A>G




5-M.P. (13- M

11)

6-M.S.(963- M 7aa

09)

siale
sinistra e
alterazioni
displasiche
del polo
temporale
sinistro
Encefalopat
ia
congenita
di ndd.

4 aa

adeguato. Ulteriori
episodi con
mioclonie, stato di
male. A 2 aa QS 90.
Non piu crisi da un
anno e 1/2. EN
nella norma.

A 4 mm insorgenza
episodi critici.
Spasmi ed
ipsaritmia. Grave
ritardo
psicomotorio, non
controllo completo
del tronco,
ipotonia, strabismo,

non anomalie
epilettiformi.

Poco
organizzato,
lento,
asimmetria
intreremisferica
per dx piu lenta
di sx,. Non
anomalie
epilettiformi.

$X,
associata ad
alterazioni
displasiche
del polo
temporale
SX.

Atrofia
cetebrale
diffusa di
discreta-
marcata
entita con
aree
terminali e
ritardo della
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Zia materna
deceduta per
grave
cardiopatia
in S. di
Down.

mielinizzazi
one.

stereotipie motorie.

Anomalie P e
P-Osulle
regioni

Ce F disx.

VPA Nella

norma

Non riferita KCNQ2

c.923C>T

Encefalopat
ia epilettica
e DPS

Dai 3gg crisi TCG
poi crisi a partenza
focale. Ritardo

9mm

acquisizioni psico-
motorie. Quadro
DPS. Impaccio
motorio.
Linguaggio
assente. Grave RM.

Tab.1 Elenco dei 20 pazienti epilettici prelevati per essetre sottoposti ad analisi genetica con NGS con le mutazioni rilevate.

CASI SELEZIONATI
CASO 1 (E.M., nata il 20/02/95, 83-11)

Attualmente la ragazza ha 17 anni ed ha diagnosi di Encefalopatia epilettica in soggetto con anomalia
malformativa cerebrale (doppia corteccia). Secondogenita, secondonata da genitori sani, dubbia
consanguineita tra i genitori. Gravidanza normodecorsa. Parto alla 36esima settimana per PROM,
posta in culla termica per 7 giorni circa e trattata con fototerapia per ittero neonatale fisiologico.
Sviluppo motorio: controllo del capo 1 mese d’eta corretta circa, stazione seduta 8 mesi d’eta
corretta, deambulazione autonoma 21 mesi. Riferito impaccio motorio globale e nella motilita fine
distale. Sviluppo del linguaggio: prime parole intorno all’anno d’eta corretta; per frasi intorno ai 2
anni. Attualmente linguaggio povero e semplificato dal punto di vista morfo-sintattico. Controllo
sfinterico a 3 anni.

Dal 2005 circa ha iniziato a presentare episodi critici caratterizzati da arresto motorio, fissita di
sguardo o deviazione dello sguardo a sx, a volte deviazione del capo a sx, annebbiamento del visus,
nausea e vomito; sonno post critico. Tali episodi hanno una durata di alcuni minuti ed una frequenza
variabile (da una volta al mese a 3-4 episodi). In Bosnia ha eseguito EEG e TC del capo ed ¢ stato
introdotto trattamento farmacologico con Carbamazepina, senza completo beneficio. Da quanto ¢
possibile ricostruire dalla documentazione emerge che la bambina ha eseguito una TC del capo nei

primi anni di vita che ha posto il sospetto di leucodistrofia, successivamente non piu confermata, ed

una RMN encefalo nel 2005 che risulta di scarsa qualita tecnica.
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Riferite difficolta nell’apprendimento, per cui ha un’insegnante di sostegno, e relazionali con i
coetanei. Autonomia non completa.

RC marzo 2007, RMN Encefalo “in conclusione, 'esame mostra un’anomalia malformativa
caratterizzata dalla presenza di una spessa banda di sostanza grigia eterotopica completa “doppia

corteccia” (Fig. 1).

Fig. 1: RMN encefalo della paziente

TC encefalo “non calcificazioni parenchimali o ependimali”. EEG “scarsamente organizzato e
spazializzato, caratterizzato da un’ attivita prevalente di banda theta. Sulle derivazioni posteriori di
destra, in particolare, si osserva un’ attivita theta piu puntuta a 4 Hz circa. Sulle regioni anteriori
bilaterali si assiste inoltre alla comparsa a tratti di un’ attivita theta ampia e monomorfa. Si registrano

frequenti anomalie a tipo punta-onda atipica e polipunta onda prevalenti anteriormente sui due
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emisferi (dx>sx), talora sincrone che tendono a diffondere a tutte le derivazioni in brevi bouffes. Le
suddette anomalie mostrano una netta attivazione in sonno con maggior tendenza a diffondere e a
presentarsi in bouffes di piu lunga durata”. PEV, ERG, BAEP, VOC nella norma. Introdotta
terapia con OXC (sospeso nel settembre 2007) e VPA, in seguito introdotto Clobazam. Nel febbraio
2010 aggiunta di LEV per scarso controllo delle crisi e nell’aprile anche FBM con sospensione del
LEV.

Ultimo EEG febbraio 2012 “numerosissime scariche di polipunta onda diffuse che nel sonno
diventano per lunghi tratti sub continue”. Ultimo esame neurologico: presenza di grimaces facciali,
tono muscolare difficilmente valutabile per la presenza di paratonie di natura volontaria. Forza
muscolare e trofismo nei limiti. RT normoevocabili e simmetrici. RCP in flessione bilateralmente.
Impaccio motorio. Ritardo mentale grave.

Al NGS Ia paziente ha presentato una mutazione nonsense nel gene DCX (doublecortin) ¢.298C>T
(p-Arg100X): una transizione da C a T nell'esone 3 (Fig. 2). La cornice di lettura ¢ interrotta da un
codone di stop prematuro ¢ I'mRNA prodotto potrebbe essere oggetto di decadimento nonsenso

mediato (NMD).

T T D NN T B BT
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Figura 2: IGV mostra la mutazione c.298C>T sul gene DCX. Nella parte superiore della figura vediamo la posizione cromosomica
della mutazione; nel mezzo sono rappresentate le singole letture della sequenza e viene segnalato il polimorfismo del nucleotide. La
parte inferiore mostra la sequenza del gene e aminoacidica, rispettivamente.

Il gene DCX si trova sul cromosoma X e codifica per una proteina chiamata doublecortin, che
sembra essere necessaria per le fasi iniziali di dispersione neuronale e laminazione corticale durante
lo sviluppo della corteccia cerebrale. Essa puo agire in competizione con la presunta protein-chinasi

neuronale DCAMKIL1 nel legarsi ad una proteina bersaglio. In questo modo essa puo partecipare in
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una via di segnalazione che ¢ cruciale per l'interazione neuronale prima e durante la migrazione,
forse come parte di un percorso di trasduzione del segnale del calcio ione-dipendente. Questo gene
potrebbe far parte, insieme con LIS-1 di una sovrapposizione, ma distinta, di percorsi di
segnalazione che promuovono la migrazione neuronale. Difetti nel gene DCX sono la causa di
banda di eterotopia sottocorticale X-linked (SBHX), noto anche come doppia corteccia o eterotopia
laminare sottocorticale (SCLH). SBHX ¢ una malformazione cerebrale lieve dello spettro
lissencefalia, ¢ caratterizzata da placche bilaterali e simmetriche o fasci di sostanza grigia trovati nella
sostanza bianca centrale tra la corteccia ed 1 ventricoli cerebrali, le citconvoluzioni cerebrali di solito
appaiono normali.

Nella stessa Paziente ¢ stata anche selezionata una mutazione missense ¢.898C> T (p.Arg300Cys)

nel gene SHANKS3, prevista come probabilmente dannosa da Polyphen (Fig. 3).

chr22

I I M =l 1 | E— || | ——
i3 piz pIL 2 plld g1l ql121  q1122 ql2.1 q12.2 q12.3 [TEN} ql3.2 q[331 ql3.32

74bp

51421750 bp 51421 760 bp 51121 770 bp 514247680 bp 51121 790 bp 51121 800 bp 51421 810 bp
| | | | | | | | | | | | | |

N2E
DATAFILE
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p-21
SHANK3 I

it
izl

Sequence - TGTGATTCCCTCTTCCCCGC CAGGAGAGCTGTGCTCGTGTCCTGCTCTTCCGTGG

GCT CAGGGATGTC
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b

RefSeq Genes

Figura 3: mutazione nel gene SHANK3 (c.898C> T) che porta alla sostituzione di arginina per la cisteina.

SHANK3 (OMIM*606230) ¢ un membro della famiglia dei geni Shank sul cromosoma 22. Le
proteine Shank sono multidominio a ponte, di densita postsinaptica che collegano 1 recettori dei
neurotrasmettitori, i canali ionici e altre proteine di membrana al citoscheletro di actina e alla via di
segnale della proteina G-coupled. Le proteine Shank svolgono anche un ruolo nella formazione delle
sinapsi e la maturazione delle spine dendritiche. Mutazioni in questo gene sono causa di disturbo

dello spettro autistico (ASD) e un importante fattore causale dei sintomi neurologici della sindrome
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da delezione 22q13.3 (Sindrome di Phelan-McDermid, PMS, Sarasua et al., 2011). La sindrome da
delezione terminale 22q13.3 ¢ caratterizzata da ipotonia neonatale, ritardo dello sviluppo globale,

crescita da normale ad accelerata, linguaggio assente o grave ritardo, comportamento autistico

(OMIM # 209850) e dismorfismi minori (Durand et al., 2012).

CASO 2 (G.P., nata i1 13/12/97, 84-11)

Attualmente la paziente ha 14 anni e 7 mesi ed ha una diagnosi di encefalopatia piridossino-
dipendente. Terzogenita, primonata (2 aborti spontanei all’ottava settimana). Gravidanza
normodecorsa, parto a termine, non segni di sofferenza pre-perinatale. Genitori sani e non
consanguinet.

In seconda giornata di vita la bambina ha presentato le prime crisi convulsive TCG, introdotto PB.
A 2 mesi e mezzo crisi, al risveglio, con deviazione del capo e occhi a dx/sx con atresto
psicomotorio della durata di 3-5 min talora seguiti da ipertono e rossore. Persistenza di crisi parziali
a frequenza mensile nonostante introduzione di VGB. A 8 mesi sospeso PB e aumentato VGB:
aumento della frequenza critica, con episodi piu lunghi e non rispondenti a BDZ. Introdotto VPA e
sospeso VGB (non miglioramento crisi). A un anno, crisi quasi quotidiane a semeiologia analoga,
talora accompagnati da pianto, urlo ed agitazione ed in un’occasione secondaria generalizzazione.
Registrato stato di male parziale (al’EEG focolaio migrante sui due emisferi, regredito dopo valium
e midazolam). Introdotto Mogadon in aggiunta a VPA. Dopo circa 1 mese comparsa di crisi ripetute
fino a stato di male generalizzato della durata di circa 2 ore non rispondente a midazolam
sublinguale e ev.

RM encefalo (10 mm di vita) “nella norma. Si segnala solo una maggior ampiezza della cella media
sx (dato non chiaramente patologico)”. Biopsia muscolare (ottobre ’98) per il riscontro di elevati
valori di ac lattico/piruvico “minime alterazioni di tipo miopatico non compatibili con patologia
mitocondriale. Studio catena respiratoria nella norma”. Acidi organici urinari e plasmatici, BAEP:
nella norma. PEV flash (aprile ’98) “risposta corticale di ampiezza ridotta in OD” e ottobre 98
“assente in OO”. ERG “assente in OS senza evidenze cliniche funzione visiva”. Effettuati regolari
controlli elettroclinici ¢/o la Nostra Struttura con modifiche terapeutiche.

2003: EEG “isolate e molto sporadiche anomalie posteriori destre”; valutazione cognitiva (2003,
eseguita con scala WPPSI): il quoziente intellettivo ¢ risultato nella norma per 'eta, pari a 104.
Settembre 2005: EEG “discreta organizzazione e spazializzazione. Sporadiche anomalie lente aguzze
e a tipo sharp wave sulle regioni parietoccipitali bilaterali. In fase di addormentamento e sonno

compaiono scariche di anomalie punte onda degradata e onda lenta puntuta sulle regioni anteriori e
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del vertice”. Valutazione cognitiva (eseguita con scala WISC-R): il quoziente intellettivo ¢ risultato
nella norma per I’eta, pari a 100 con profilo armonico e Q.I. verbale pari a 100 e Q.I. di performance
pari a 100.

A partire dall’ottobre 2005 quando la bambina ha cominciato a presentare frequenti dubbi episodi
caratterizzati da comparsa di scotomi di grandezza tali da occupare tutto il campo visivo e che le
impedivano una corretta visione, non accompagnati da perdita di coscienza e seguiti da cefalea non
costantemente. Modificata la terapia antiepilettica, la bambina ha continuato a presentare episodi con
medesima semeiologia.

Novembre 2005: EEG “abbondante attivita rapida diffusa di verosimile origine farmacologica.
Modeste anomalie lente aguzze sulle regioni parietoccipitali bilaterali. Inoltre, a tratti, ¢ presente
un’attivita di banda theta ritmica e monomorfa sulle regioni frontocentrali bilaterali, prevalente a
destra, e del vertice”. RMN encefalo “mal valutabile per la presenza di un apparecchio ortodontico,
responsabile di grossolani artefatti. Non sembra che siano riscontrabili significative modificazioni dei
reperti descritti precedentemente, in particolare per quanto riguarda le dimensioni degli spazi
liquorali encefalici superficiali e profondi”.

2006-2007: persistenza delle dispercezioni visive in apparente benessere, seguite da cefalea frontale
di tipo gravativo e di lieve intensita, associata a fono-fotofobia. In un’occasione durante l'attacco ¢
stato eseguito un EEG di controllo risultato negativo. Sono stati inoltre riferiti episodi caratterizzati
da caduta del capo e del tronco di alcuni secondi, con immediata ripresa di contatto, seguiti da
cefalea di forte intensita. AI’EEG “discreta organizzazione e spazializzazione con la presenza di
attivita di fondo a 6-7 hz reagente all’apertura e alla chiusura degli occhi, con a tratti interposta
un’attivita piu lenta prevalente sulle derivazioni temporali di destra. Si segnala la presenza di brevi
sequenze di attivita rapida sulle regioni anteriori bilateralmente. All’'addormentamento in un’unica
occasione si osserva un episodio caratterizzato da punta-polipunta, prevalenti sulla regione
temporale dx, seguite da onde lente diffuse, senza apparente correlato clinico”. Valutazione cognitiva
(eseguita con scala WISC-R, 2007): il quoziente intellettivo ¢ risultato nella norma per 'eta, pari a 92
con profilo armonico e Q.I. verbale pari a 96 e Q.I. di performance pari a 90.

La sintomatologia appariva di difficile interpretazione: alcuni aspetti (il fatto che le luci fossero
colorate, la ripetitivita della sintomatologia e la non costante associazione a cefalea) deponevano per
la natura critica di tali episodi; ma al’EEG non si erano registrati correlato elettroencefalografici.
Esclusa pot anche la possibilita che si trattasse di un’aura emicranica per la. brevita degli episodi (5
minuti), il cromatismo delle manifestazioni e la loro comparsa improvvisa, posta diagnosi di disturbo

di tipo funzionale.
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Ha effettuato quindi ulteriori controlli elettroclinici ambulatoriali nel tempo c¢/o il Nostro
Dipartimento (Prof Veggiotti) con riscontro di “modeste anomalie lente posteriori destre” e ancora
“modeste anomalie lente posteriori bilaterali prevalenti a sx”, per cui ¢ stata modificata la terapia
antiepilettica.

EEG dopo sospensione della terapia “attivita ben organizzata e presenza di modeste anomalie lente
posteriori modestamente prevalenti a destra. Durante tutta la registrazione la bambina dice di
presentare un disturbo visivo ad insorgenza improvvisa non modificabile dall’apertura-chiusura degli
occhi in entrambi 1 campi visivi a cui non sembra corrispondere una sicura variazione del tracciato
EEG. La somministrazione di placebo in crema non modifica la sintomatologia né il tracciato
EEG”. Allo Schermo di Hess si rilevava un quadro compatibile con un possibile deficit del muscolo
retto esterno di OD. Il tracciato EEG mostra presenza di modeste anomalie lente posteriori
modestamente prevalenti a destra.

Al NGS la paziente presenta due mutazioni entrambe sul gene ALDH7A1 nel cromosoma 5: la
mutazione ¢.1405+5G>A che si ¢ verificata nella sequenza intronica, 5pb lontano dall’esone 2 e

sembra incidere sulla splicing (figura 4).
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Figura 4: mutazione nel gene ALDH7A1, presente in eterozigosi, a 5bp dall’esone 2.

II secondo SNP p.Asn167Ser ¢ previsto come Probabilmente Dannoso da Polyphen e causativo di

malattia da Mutation Tester (Fig. 5).
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Figura 5: IGV mostra la mutazione p.Asn167Ser trovata nell'esone 6 del gene ALDH7AL.

Il gene ALDH7A1 (OMIM*107.323) contiene 18 esoni codificanti per la proteina amminoacidica
510. La proteina codificata da questo gene ¢ un membro della sottofamiglia 7 di geni per I'aldeide
deidrogenasi. Questi enzimi si pensa che svolgano un ruolo importante nella detossificazione delle
aldeidi generate dal metabolismo dell'alcool e dalla perossidazione lipidica. Sono anche coinvolti nel
catabolismo della lisina che si verifica nella matrice mitocondriale. Recenti studi dimostrano che
questa proteina si trova sia nel citosol che nei mitocondri, e che le due forme probabilmente
derivano dall’'uso di siti alternativi di inizio traduzione. Un’ulteriore variante che codifica per
un’isoforma differente ¢ stata trovata per questo gene. Le mutazioni del gene antiquitina
(ALDH7AT1) sono ora riconosciute come le basi molecolari dei cast di crisi con insorgenza neonatale
piridossina-dipendenti (PDS, Scharer et al.,, 2010). Questo tipo di epilessia ¢ una malattia rara
caratterizzata da crisi epilettiche resistenti ai comuni anticonvulsivanti e che sono in ultima analisi
controllate da somministrazione quotidiana di Piridossina (vitamina B0).

In questo caso, la paziente ha una mutazione eterozigote del gene ALDH7A1 che modifica
eventualmente il suo normale splicing. L'analisi della quantita di mRNA nei leucociti del sangue
periferico, dove viene espresso il gene, ¢ in corso. Nel frattempo sull’altro allele ¢’¢ una mutazione

che trasforma un’Asparagina in posizione 167 in una Serina sull’esone 6.
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CASO 3 (S8.T., nato il 11/2/08)

Attualmente il bambino ha 4 anni e 5 mesi ed ha diagnosi di Sindrome di Dravet. Genitori sani, non
consanguinei. Familiarita negativa per patologie di interesse neuropsichiatrico. Nato a termine da
parto eutocico spontaneo dopo gravidanza decorsa regolarmente. Non riferita sofferenza perinatale.
Prime tappe dello sviluppo psicomotorio acquisite in epoca (controllo del capo 3 mesi, posizione
seduta 7 mesi, deambulazione autonoma 15 mesi), sviluppo del linguaggio regolare (lallazione 6
mesi, prime parole 10 mesi). Non riferiti particolari problemi internistici. All'eta di 4 mesi (giugno
08) in corso di infezione alle alte vie respiratorie il bambino ha presentato un primo episodio critico,
in veglia, caratterizzato da clonie all’emilato destro secondariamente generalizzato, interrotto dopo
circa 40 minuti da somministrazione di DZP e.r.

1° RC: esame neurologico, RM encefalo, liquor risultati nella norma; EEG in sonno “attivita lenta
polimorfa di media ampiezza”. Il 15/7/08, dopo qualche ora dal secondo richiamo della
vaccinazione esavalente, il bambino ha presentato un secondo episodio, in veglia, in apiressia,
caratterizzato da clonie all’emilato destro secondariamente generalizzate interrotto dopo circa 15
minuti da DZP e.r. Alla crisi ¢ seguita ipotonia post critica dell’arto superiore destro. Eseguito EEG
“presenza, in un’unica occasione di complessi PO lenta in sede fronto rolandica destra”. Eseguita
indagine genetica per Sindrome di Dravet (SCN1A) che ha evidenziato la presenza di una mutazione
del sito di spicing ¢.1029-2A<G allo stato di eterozigosi; tale mutazione non ¢ descritta in letteratura
ed ¢ assente in 360 controlli sani per cui dovrebbero avere un ruolo patogenetico data le tipologia
della sostituzione. Introdotta terapia con VPA. Il bambino ha poi presentato crisi sia in benessere
che in febbre, talvolta di durata prolungata (fino a 45 minuti) sempre responsive al DZP e.r.

In febbraio 09 ¢ stata inoltre effettuata una valutazione di sviluppo mediante Scala Griffith’s che ha
evidenziato un livello di sviluppo nella norma, con un GQ di 92/100 (A 82 - B 86- C 107- D 89 — E
96). Controlli EEG risultati nella norma nel 2009. Obiettivita neurologica e lo sviluppo intellettivo
sono sostanzialmente nella norma. Data la persistenza di crisi epilettiche prolungate ¢ stata
introdotta terapia con Stiripentolo dal 2009. Scarso controllo delle crisi e deterioramento cognitivo,
GQ 69.6/100 nel febbraio 2010 (Locomotore 78 — Personale-sociale 82.6- Udito e linguaggio 54 —
Coordinazione occhio-mano 72 — Performance 60); GQ 48.6 nell'ottobre 2010 (Sottoscale:
locomotore 62,5 , personale-sociale 56,2 , udito e linguaggio 42, coordinazione occhio-mano 46,8 ,
performance 35,9). Ultimo controllo EEG nel settembre 2011 “organizzazione povera sia in veglia
sia in sonno con modeste anomalie puntute centrali e sul vertice, abbondante attivita rapida diffusa
di probabile origine farmacologica”. Insorte inoltre difficolta comportamentali con impossibilita di

testare il bambino.
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Al NGS ¢ stata confermata la mutazione riscontrata con metodo tradizionale sul gene SCN1TA sul
cromosoma 2 e si valuteranno ulteriori possibili varianti presenti in un altro gruppo di pazienti affetti

da Sindrome di Dravet i cui risultati al momento non sono ancora disponibili.

CASO 4 (D.G., 16/05/10, 601-11)
Attualmente la bambina ha 26 mesi. Gravidanza normodecorsa, parto eutocico, a termine, non segni
di sofferenza pre-perinatale. Sviluppo psico-motorio, del linguaggio ed esame neurologico nelle

norma. Genitori non consanguinei. Importante famigliarita per convulsioni febbrili entro 1 5 anni di

et (Fig.6).

I 1IZI——C:'z
R
O

Fig. 6: Albero genealogico della famiglia. In nero membri della famiglia affetti che hanno presentato convulsioni febbrili.

Alleta di 8 mesi la bambina ha presentato 1 primi tre episodi (uno ogni 4 ore) caratterizzati da
revulsione dei globi oculari, cianosi peribuccale e scosse tonico-cloniche generalizzate della durata di
circa un minuto, con risoluzione spontanea, durante iperpiressia. Eseguiti EEG ed esami
ematochimici: negativi. Ulteriore episodio dopo aver effettuato una vaccinazione con febbre bassa
risoltost dopo assunzione di Paracetamolo. All’eta di 12 mesi ulteriore episodio con lieve iperpiressia,
seguito da altri 4 episodi convulsivi in 12 ore in presenza di febbre bassa.

Ricovero all’eta di 12 mesi, vista lalta frequenza delle convulsioni, EEG nella norma, esame
neurologico e sviluppo psicomotorio nella norma. Valutazione dello sviluppo (Griffiths): quoziente

di sviluppo globale nella norma per I'eta (GQ = 116) con profilo armonico.
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Diagnosi: Convulsioni febbrili plus. Iniziata terapia con VPA a causa dell’alta frequenza delle
convulsioni, con beneficio.

Al NGS la bambina presenta una variazione in un gene: GABRG2 (c.351dup) sul cromosoma 5
(Fig.7).
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Fig. 7: Mutazione del gene GABRG2 (c.351dup) sul cromosoma 5.

La duplicazione in GABRG2 ¢ stata identificata anche nel padre della paziente (603-11), che ha
presentato convulsioni febbrili plus (Fig. 8). Non possiamo pertanto escludere I'effetto
potenzialmente patogeno di questa mutazione. Infatti il gene GABRG2 codifica per la subunita
gamma?2 del recettore tipo A del GABA ed ¢ stato identificato in molti fenotipi di epilessia. Esistono
5 subunita alfa del recettore codificate dai geni GABRA1, GABRD, GABRG2 (Polizzi et al., 2012).
Mutazioni in quest’'ultimo sono associate ad un ampio spettro di epilessie, dalla Sindrome di Dravet
a forme piu lievi come epilessia assenza dell'infanzia, GEFS+ e FS+ (Shi et al., 2010; Tian et al,,

2012).
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Fig. 8: Sequenziamento Sanger per la paziente (601-11), che mostra la mutazione in GABRG2; la madre sana (602-11), non presenta la
mutazione, mentre il padre con pregresse convulsioni febbrili (603-11), presenta la stessa mutazione in GABRG2.

CASO 5 (M.M,, nato il 03/10/05, 12-11)

1l N O 3

Figura 9: Albero genealogico della famiglia.

IT 2: crisi esordite nell'infanzia non meglio specificate, regredite in puberta.

IT 5 (1951): crisi esordite nell’infanzia non meglio specificate, regredite in puberta. Non assunta
terapia. EEG a 29 anni: anomalie lente bilaterali.

III 1: crisi esordite nell'infanzia non meglio specificate, regredite in puberta. Probabilmente trattato
con AED.

III 2 (591-11): padre del probando, sano.
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III 3 (A.M., nata nel 1975, 11-11): crisi con clonie alle labbra e alla lingua esordite verso i 6 anni, sia
diurne che notturne, controllate da terapia con PB e CBZ. Alla puberta sospensione della terapia
senza ricadute. Sviluppo cognitivo e linguistico adeguato.

EEG (5 aa): anomalie epilettiformi plurifocali. Focolaio piu attivo centrale sx. In sonno netta
attivazione delle anomalie: due focolai indipendenti di P ripetitive , uno in O dx, uno in T posteriore
sx (piu evidente in sonno).

EEG dopo sospensione (13-14 aa): nelle norma.

III 4 (D.M., nato nel 1976): riscontro a 5 anni di anomalie EEG, non crisi, terapia con PB fino ai
12 anni poi sospesa. Disturbo del linguaggio con presa in carico logopedica e sostegno scolastico.
Clinicamente livello cognitivo borderline.

EEG (11 aa): focolaio di P e P-O sulle regioni F-T, maggiori a dx; in sonno netta attivazione delle
anomalie. EEG dopo sospensione dei farmaci (12-13 aa): riferiti nella norma. Non ¢ stato possibile
effettuare prelievi per NGS.

III 5 (L.M., nata il 27/04/1997, 673-12): anamnesi fisiologica negativa, sviluppo psicomototio
adeguato. Esame neurologico negativo. Un episodio critico a 4 anni, in sonno, scialorrea per
difficolta nella deglutizione, tremore di labbra e lingua della durata di un minuto circa. Nel maggio
2002 ha iniziato terapia con Clobazam, in seguito sospesa ed introduzione di Levetiracetam dal
febbraio 2004, pot sospesa nel 2011.

EEG 2003: Si registrano anomalie a tipo punta difasica—onda lenta di grande ampiezza sulle regioni
frontocentrotemporali, con netta prevalenza a destra. In tale sede le anomalie si inscrivono su
un’attivita lenta temporale. In sonno le anomalie sovradescritte si attivano nettamente in frequenza
divenendo pressoché subcontinue sulle regioni centrotemporali di destra, senza tuttavia

generalizzare (Fig. 10).
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Fig. 10: A sinistra tracciato in veglia, a destra tracciato in sonno (M.L., 2003).
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EEG 2009: modestamente diminuite le anomalie precedentemente segnalate (Fig.11).
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Fig. 11: A sinistra tracciato in veglia, a destra tracciato in sonno (M.L., 2009).
EEG 2012: nei limiti di norma (Fig. 12).
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Fig. 12: A sinistra tracciato in veglia, a destra tracciato in sonno (M.L., 2012).

Valutazione cognitiva nel gennaio 2003: QIT 86, QIV 82; QIP 92.

Ripetuta nell’ottobre 2003: QIT 71, QIV 74, QIP 73.

NPS marzo 2003: prova di memoria ai limiti inferiori della norma, prova di attenzione: accuratezza
10°-25°P; rapidita 10°-25°P.

NPS gennaio 2004: prova di memoria deficitaria, prova di attenzione ai limiti inferiori della norma,
VMI deficitario (4° P), prassie costruttive ed ideomotorie deficitarie, fluenza verbale deficitaria, negli
apprendimenti discrete prestazioni in linea con il livello intellettivo.

Attualmente clinicamente disturbo fonologico e livello cognitivo borderline.

60



Capitolo 3 — Risultati

IV 1 (M.M., nato il 03/10/2005): probando.
Il paziente attualmente ha 6 anni e 8 mesi. Non ha mai presentato episodi critici, ha un livello
cognitivo clinicamente normale. Ha eseguito il primo EEG all’eta di 2 anni e 9 mesi (2008) a causa

dell'importante familiarita per epilessia (Fig.1) con il riscontro di anomalie focali idiopatiche.

EEG 2009: attivita a tipo P-O sulla regione centro temporale sia di destra che di sinistra che in

sonno diventa pressoché continua. Non assume terapia (Fig. 13).
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Fig. 13: A sinistra tracciato in veglia, a destra tracciato in sonno (M.M., 2009).

EEG 2010: chiara asimmetria interemisferica per la presenza di un’attivita a tipo punta di media
ampiezza, frammiste ad un’attivita lenta monomorfa sia temporale che centrale destra. Non assume

terapia.

EEG 2011: attivita di punte difasiche di grande ampiezza pressoché continue sia in veglia che in

sonno in regione CT di sx e dx. Non assume terapia (Fig. 14).
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Fig. 14: A sinistra tracciato in veglia, a destra tracciato in sonno (M.M., 2011).
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EEG 2012: attivita di punta lenta seguita da onda in sede temporo-centrale bilateralmente, che in

sonno si attiva diventando sub-continua. Non assume terapia (Fig. 15).
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Fig. 15: A sinistra tracciato in veglia, a destra tracciato in sonno (M.M., 2012).

Al NGS il bambino presenta nuove SNP in tre diversi geni: SCN3A (p.Asn43del), RELN
(p-Asp776Tyr) e GRIN2A (p.Asp776Tyr). La stessa delezione eterozigote sul gene SCN3A ¢ stata
rilevata in entrambi i suoi genitori e anche in un altro paziente, con fenotipo diverso, e nei suoi
genitori. E’ stato quindi ipotizzato che questa mutazione non sia associata al fenotipo
epilessia/anomalie EEG.

La mutazione missense del gene RELN ¢ stata rilevata nel padre sano del paziente, suggerendo
nuovamente che non sia associato con il fenotipo del probando.

La mutazione missense in GRIN2A sul cromosoma 16 (Fig.16) invece, ¢ stata identificata anche
nella madre del paziente (III-3 in Fig.1), che ha presentato nellinfanzia un quadro di epilessia

benigna.
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Figura 16: Integrative Genomics Viewer (IGV) mostra SNP in eterozigosi nel gene GRIN2a (p.Asp776Tyr).

1 |4

62



Capitolo 3 — Risultati

Non possiamo pertanto escludere 'effetto potenzialmente patogeno di questa mutazione. Infatti il
gene GRINZA codifica per un’unita dei recettori del’lNMDA, una classe di canali ionotropici
glutammatergici. Tali recettori sono coinvolti nel potenziamento a lungo termine, attivita-dipendente
dall’aumento dell'efficienza di trasmissione sinaptica, alla base di certi tipi di memoria e
dell'apprendimento. I recettori canale del’lNMDA sono eteromeri composti dalle subunita del
recettore NMDAR1 (GRIN1) e una o piu delle 4 subunita NMDAR2: NMDAR2A (GRIN2A),
NMDAR2B (GRIN2B), NMDAR2C (GRIN2C) e NMDAR2D (GRIN2D).

Endele et al (2010) hanno dimostrato che GRIN2A, a causa del ruolo cruciale dei recettori
del’lNMDA, fosse un gene eccellente candidato nella maturazione neuronale e nella trasmissione
sinaptica eccitatoria. Inoltre, le delezioni submicroscopiche in 16p13, includono GRIN2A tra gli altri
geni che sono stati recentemente associati alla disabilita intellettiva e all'epilessia.

E’ stato inoltre valutato il gene candidato con il sequenziamento tradizionale Sanger (Fig. 17) anche
nella zia del bambino, affetta anch’essa (I1I-3 in Fig.1), e nella nonna materna, sana (II-6 in Fig.1), ¢
stata confermata la mutazione nella zia affetta, mentre nella nonna sana non € stata individuata,

confermando la segregazione della mutazione negli individui affetti della famiglia.
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Fig. 17: Sequenziamento Sanger per il paziente (12-11), che mostra la mutazione in GRIN2A; la madre affetta (11-11), con la stessa
mutazione in GRIN2A; il padre sano (591-11), che non presenta la mutazione; la sorella della madre affetta (673-12), con la stessa
mutazione in GRIN2A e la nonna materna sana (672-12), che non presenta la mutazione.
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CASO 6 (M.R., nata il 06/12/06, 91-11)

Attualmente la bambina ha 5 anni e 7 mesi ed ha diagnosi di convulsioni febbrili semplici. Genitori
non consanguinei. Famigliarita per convulsioni febbrili semplici ed epilessia. Il padre (E.R., nato il
01/12/75, 93-11) ha presentato un’unica convulsione febbrile semplice da piccolo. La madre (E.C.,
nata il 23/05/76, 92-11) ha presentato un episodio di convulsione febbrile da piccola ed in seguito
epilessia a tipo assenza, trattata con VPA fino alla III media con beneficio, al’lEEG dubbie anomalie
generalizzate.

Gravidanza normodecorsa, parto eutocico, a termine, non segni di sofferenza pre-perinatale.
Sviluppo psico-motorio, del linguaggio ed esame neurologico nelle norma. La piccola ha presentato
2 episodi di convulsioni febbrili rispettivamente all’eta di 22 mesi e 30 mesi. EEG nella norma. Non
introdotta alcuna terapia.

Al NGS la bambina presenta una variazione in un gene: SCN2A (c.1490G>A) sul cromosoma 2

(Fig.18).

VGenome chr2: 166 172 017- 166 172 136 {GRCh37) 140 bps
40 72060

166172070 166172080 166172090 166172100 166172110 166172120 166172130 166172140 166172150

T CA GTGGT GCT GGT GGGATAGGAGTTTTT TCAGAGAGT T CTTCAGTAG CATCTAA GTT GAGCT CCAAAAGT GAAAAAGAGCTGAAAAA CAGAAGAAAGAAAAAGAAA CAGAAAGAACAGT CTGGAGAAGAAGAGAAAA
AGT CACCACGACCACCCTATCCTCAAAAAAGT CTCTCAAGAAGT CAT CGTAGATT CAACTCGAGGTTTTCACTTTTTCTCGACTTTTTGTCTTCTTTCTTTTTCTTITGTCTTTCTTGTCAGACCTCTTCTTCTCTTTT

¥ Nucleotide Conservation

ol | I
¥ NM_021007.2: Homo sapiens sodium channel, voltage-gated, type II, alpha subunit (SCNZA), transcript variant 1, mRNA.

DelfDelins

Subst |:|

Ins/Dup c.143 c.14 c.1450 c. 146 c.1470 c.1480  |c.14890 c.1500 c.1510  |c.152 c.1530 c.1540

TCAGTGGTGCT GGT GGGAT AGGAGTTTTT TCAGAGAGTTCTT CAGTA GCAT CTAA GTT GAGCT CCAAAAGT GAAAAAGAGCT GAAAAA CAGAAGAAAGAAAAAGAAA CAGAAAGAACAGTCT GGAGAAGAAGAGAAAA
F1s G lAlG|G] St ioleouleleloiuiofielosielofeie dfeloulolecieleioitlofoalisieiel

¥ SMPs, Other Polymorphisms and SwissProt Variants
TCAGTGGTGCTGGT GGGAT AGGAGTTTTT TCAGAGAGT TCTTCAGTAGCATCTAAGTT GAGCT CCAAAAGT GAAAAAGAGCT GAAAAACAGAAGAAAGAAAAAGAAACAGAAAGAACAGT CTGGAGAAGAAGAGAAAA,
A 6 G

¥ Protein Domains
rlon transport-
Sodium ion transport-associated

Domain of unknown function DUF3451
Polycystin cation channel, PKD1/PKD2

1Q motif, EF-hand binding site

Voltage gated sodium channel, alpha subunit
Palycystic kidney disease type 2 protein

¥ Orthologues (Source: Ensembl)

uman, @ A G I G Vv F v A K 5 E K E L K N R R K K K K @ K E a s @ E E E K 1
Chimpl G A G 1 & V IF v A K 5 E K E L K M R R K K K K @ K E @ § G E E = K |
lacaquel@ | A G I G Vv F v A K 5 E K E L K N R R K K K K Q@ K E Q@ § 6 E E i K 1
st T S I R I M @ L E T R 5 A K E R R'M R R K K K K @ K M 5 5§ @ E E £ a1
Mouse
uirrel & A G 1 06 V IF v A K 5 E K E L K N R R K K K K @ K E Q@ s @ E
sbbit @ A 6 v G VvV F v A K s E K E L K N R R K K Q@ K E Q@ s G E
5 G A G 1 G vV IF v A K
CowS & A G I G v F v A K s E K E L K N R R K K K K @ K E a s @ E
IOpossumG™ G G V.6 G F E A K 5 A K E R R N R R K K R K O K E 0 S5 &6 E

Fig. 18: Mutazione del gene SCN2A (c.1490G>A) sul cromosoma 2.

La sostituzione missense in SCN2A ¢ stata identificata anche nella madre della paziente, che ha
presentato nell’infanzia una convulsione febbrile ed epilessia generalizzata idiopatica (Fig.19).

Non possiamo pertanto escludere 'effetto potenzialmente patogeno di questa mutazione. Infatti il
gene SCN2A codifica la sub unita alfa2 del canale del sodio neuronale. I canali del sodio sono i
maggiori mediatori dello sviluppo neuronale. Mutazioni in SCN2A sono associate con varie epilessie

(Shi et al. 2011): crisi benigne familiari neonatali-infantili (BFNIS); epilessia genetica con crisi febbrili
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plus (GEFS+, Lin H. et al.,, 2011); Sindrome di Dravet e alcune epilessie intrattabili dell'infanzia.
Esistono almeno 4 subunita alfa (SCN1A, SCN2A, SCN3A, SCN8A) che sono responsabili della
codifica dei canali del sodio nel cervello, tre di questi sono associati a varie epilessie (SCN1A,

SCN2A, SCN3A).
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Fig. 19: Sequenziamento Sanger per la paziente (91-11), che mostra la mutazione in SCN2A; la madre affetta da epilessia e convulsioni
febbrili (92-11), con la stessa mutazione in SCN2A ed il padre con pregresse convulsioni febbrili (93-11), che non presenta la
mutazione.

CASO 7 (A.G., nata il 31/01/97, 98-11)

Attualmente la ragazza ha 15 anni e 5 mesi ed ha diagnosi di Encefalopatia epilettica in paziente con
quadro malformativo complesso. Primogenita da gravidanza normodecorsa, parto cesareo alla
38esima settimana per mancata progressione. Genitori sani e non consanguinei. Sviluppo
psicomotorio: Controllo capo 5 mm, controllo tronco 6 mesi con appoggio. Ad un mese di vita RC
per sospetto stato settico in seguito a vomito, cianosi e tremori al’ASsx con scosse, fontanella
anteriore bombata, bambina assopita. Eco cerebrale “patologia emorragica pregressa con ampio
interessamento del parenchima cerebrale, sospetto blocco del deflusso liquorale a livello della
cisterna magna”. In data 12/03/97 eseguito primo intervento di detivazione liquorale esterna, il
28/03/97 intervento definitivo di derivazione ventricolo-peritoneale. RMN encefalo “esiti di diffusi
fatti ischemici, sopra e sottotentoriali, in verosimile associazione a cospicui segni di emorragia su-
ependimale; ne esitano ampi focolai malacici e abnorme distensione (verosimilmente ex vacuo) dei
corni frontali dei ventricoli laterali”. Terapia con barbiturico. Nell’ottobre 2007 crisi epilettiche
parziali oculocefalogire e sospetti spasmi infantili, al’lEEG “anomalie a tipo P-O prevalenti sulle
regioni posteriori di dx”; RMN encefalo “in conclusione I'esame ha mostrato un quadro
malformativo complesso, con anomalia di Chiari associata a schizencefalia temporale bilaterale a

labbra aperte e a possibile displasia setto-ottica. Sono inoltre presenti gli esiti degli ematomi frontali
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noti, sulla cui origine non sembrano attualmente esprimibili ipotesi sicure”; PEV nella norma; BAEP
alterati a dx (picco I non riproducibile). Aggiunta terapia con Vigabatrin e sospesa quella con
barbiturico. Nel 1998 F.O. con papille ottiche a margini netti pallide; valutazione di sviluppo con QS
pari a 58.6 con caduta nelle performance in particolare.

Ha effettuato periodici controlli elettroencefalografici con il riscontro di anomalie multifocali,
scariche di P e PP-O che tendono a diffondere, prevalenti su emisfero di sx e con conseguenti
numerose modifiche terapeutiche negli anni.

Ultima RMN encefalo nel dicembre 2009 “del tutto immodificato il quadro radiologico costituito da
complesso quadro lesionale e malformativo encefalico, con marcata dilatazione ex-vacuo del sistema
ventricolare sovratentoriale, in particolare i corni frontali, i poli temporali (completamenti occupati
da liquor) e il polo occipitale sinistro. Non segni di riassorbimento transependimale di liquor o altri
evidenti segni di ipertensione liquorale. Relativamente risparmiati gli ippocampi, apparentemente
normali per volume, morfologia e segnale. Non evidenti anomalie della girazione”.

Ultimo EEG nel 2011 “anomalie a tipo punta onda atipica sulle regioni anteriori di entrambi gli
emisferi che si attivano nel sonno anche in lunghe sequenze” ed esame neurologico “linguaggio
assente. Fissa in modo incostante e segue in tutte le direzioni di sguardo in modo discontinuo e
poco fluido. Tempi di attenzione ridotti. Trofismo e tono muscolare globalmente ridotti senza
evidenti asimmetrie. RT difficilmente valutabili per scarsa collaborazione. Stazione eretta mantenuta
autonomamente e deambulazione con 'utilizzo di tutori AFO gamba-piede”.

Al NGS la ragazza presenta una sostituzione missense nel gene GRIN2B (c.2096A>G) sul
cromosoma 12 (Fig. 20).
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Fig. 20: Mutazione nel gene GRIN2B (c.2096A>G) sul cromosoma 12.
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Nei genitori non sono ancora stati eseguiti gli accertamenti per stabilire la possibile ereditarieta. Non
possiamo escludere l'effetto potenzialmente patogeno di questa mutazione. Infatti il gene GRIN2B
codifica per un’unita dei recettori del’lNMDA, come detto sopra per il gene GRIN2A, ed in
particolare per la sub unita NMDAR2B (GRIN2B). Sia GRIN2B che GRIN2A sono stati trovati

alterati in individui con ritardo mentale e/o epilessia (Endele et al., 2010).

CASO 8 (M..S., 05/10/04, 963-09)

Attualmente il bambino ha 7 anni e 9 mesi e diagnosi di encefalopatia epilettica e DPS. Famigliarita e
consanguineita negative. Gravidanza normodecorsa, parto eutocico, a termine, non segni di
sofferenza pre-perinatale. A 3 giorni di vita il bambino ha iniziato a presentare convulsioni neonatali
con crisi caratterizzate da scosse TCG, deviazione dello sguardo senza preferenza di lato, della
durata <1’ e pluriquotidiane. RC in patologia neonatale: inizio terapia con PB, senza apparente
beneficio; eco-cerebrale, RMN encefalo, liquor, esami metabolici (lattico, piruvico, ammonio,
lonogramma, acidi organici e aa plasmatici) nella norma. All’eta di 1 mese ¢ stata cambiata la terapia
da PB a TPM, con beneficio e scomparsa delle crisi; Eco-cerebrale nella norma; al’lEEG “anomalie

irritative bilaterali a prevalenza temporo-occipitale sx, attivate dalla sonnolenza”; cariotipo, negativo.

A 18 mesi VOC e VOR strabismo convergente. F.O. nella norma.

RC 2006: RMN encefalo, AA e AO nella norma. EEG “discreta organizzazione su cui si isctivono
lievi anomalie cuspidali bilaterali”. Valutazione di sviluppo (Brunet-Lezine) QS 54.

RC 2007: RMN encefalo, Eco addome completo nella norma, X-fragile ed Angelman negativi, EEG:
“modeste anomalie cuspidali bilaterali, talora con prevalenza posteriore destra”, VOC: “OD:
empitosi ed isotropia gia in terapia. Al FO papilla nei limiti, vasi e retina indenni”.

2008 EEG “discreta organizzazione, modeste anomalie cuspidate bilaterali, a prevalenza temporo-
occipitale”, per I'assenza di episodi critici sospensione del trattamento antiepilettico.

Nel 2009 eseguiva indagine genetica per studio array-CGH nella norma.

Febbraio 2009 episodio critico caratterizzato da deviazione dello sguardo a destra e clonie
generalizzate con post-critico prolungato, al’lEEG “non riscontro di anomalie specifiche anche se
Pattivita di base risulta scarsamente organizzata” e reintrodotta terapia con TPM poi sospesa nel
2010.

Giugno 2011 in pieno benessere e in veglia il bambino ha presentato un nuovo episodio critico
caratterizzato da utlo, irrigidimento generalizzato con deviazione di sguardo a sinistra, rossore al
volto, seguito da scosse tonico cloniche della durata di circa 40 secondi. In seguito ulteriori episodi

criticl.

67



Capitolo 3 — Risultati

RC Luglio 2011 esami ematochimici, liquor, AA plasmatici e urinari, VOC: negativi, presente
esotropia alterna ad angolo variabile. EEG “scarsa organizzazione e spazializzazione, asimmetria
interemisferica per sinistra piu lento che a destra. Nel tratto di sonnolenza comparsa di scariche di
anomalie a tipo punta, polipunta onda atipica di media ampiezza a prevalente rappresentazione sulle
regioni centrali e posteriori di entrambi gli emisferi”. Introdotta terapia con VPA per la ricomparsa
degli episodi critici, con beneficio.

Per quanto riguarda lo sviluppo psicomotorio si segnala ritardo nelle acquisizioni posturali (controllo
del capo a 9 mesi, del tronco a 12 mesi, primi passi con sostegno esterno verso i 18 mesi,
deambulazione autonoma dai 2 aa di vita). Per quanto riguarda il linguaggio si segnala assenza di
parole o lallazione, si esprime unicamente con vocalizzi e con il riso ed il pianto. Occasionalmente
indica, presenta utilizzo protesico dell’altro. Controllo sfinterico mai raggiunto. Presenta agiti
autolesivi ed agiti eterolesivi, stereotipie motorie, ritardo mentale. All’esame neurologico impaccio
motorio.

Al NGS il bambino presenta una variazione in un gene: KCNQ2 (c.923C>T) sul cromosoma 20
(Fig. 21).
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Fig. 21: Mutazione nel gene KCNQ2 (c.923C>T) sul cromosoma 20.

La sostituzione missense nel gene non ¢ stata identificata nei genitori sani (Fig. 22). I geni KCNQ2 e
KCNQ3 codificano per i canali del potassio e la loro mutazione ¢ associata solitamente con

convulsioni neonatali benigne famigliari (Bievert et al., 1998; Chatlier et al., 1998; Singh et al., 1998).
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Esistono pochi report con associazione tra mutazioni in KCNQ2 e outcome piu severo. In uno
studio del 2012 (Weckhuysen et al., 2012) mutazioni in KCNQ?2 sono state trovate in pazienti con
encefalopatia epilettica neonatale. Non possiamo pertanto escludere l'effetto potenzialmente

patogeno di questa mutazione.
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Fig. 22: Sequenziamento Sanger per il paziente (963-09), che mostra la mutazione in I(CNQZ, la madre ed il padre sani (964-09 e
965-09), non presentano la mutazione.
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CAPITOLO 4 - DISCUSSIONE

Nella nostra casistica le mutazioni riscontrate rappresentano il 40% del campione (8/20 pazienti) e
tale dato puo essere confrontato con il 48% del rilevamento di mutazioni (16/33 pazienti), effettuato
con un pannello di 265 geni per le epilessie, riscontrato nel lavoro pubblicato recentemente su
Epilepsia (Lemke et al., 2012)

Nel gruppo con fenotipo ben noto, che suggeriva uno o piu geni candidati, la rilevazione delle
mutazioni ¢ stata del 75% (Sindrome di Dravet, Encefalopatia Piridossino-Dipendente e
malformazione cerebrale caratterizzata da doppia corteccia). Questo viene confermato anche dallo
studio sopra riportato, che ha rilevato mutazioni in tutti gli otto individui del sottogruppo fenotipo
noto (100%). Tuttavia, quando un particolare fenotipo puo essere causato da mutazioni in diversi
geni, lo screening diretto con i metodi convenzionali ¢ lungo e costoso. Nello studio di Lemke et al.
ad esempio, un paziente con CLN ha presentato una mutazione in eterozigosi in MFSDS.
Utilizzando i metodi convenzionali di sperimentazione, MFSD8 sarebbe stato probabilmente uno
degli ultimi geni screenati, poiché le mutazioni in TPP1,PPT1, CTSD, CLN5 e CLNG e forse anche
CLNS8 sono considerate piu frequenti rispetto al MESD8 (Mole & Williams, 2010).

Nella prima paziente di questo gruppo (E.M., nata il 20/02/95, 83-11), il fenotipo doppia corteccia ¢
stato confermato dal genotipo descritto come associato a tale disordine della migrazione,
presentando una mutazione nonsense nel gene DCX (doublecortin) ¢.298C>T. Difetti nel gene
DCX sono la causa di banda di eterotopia sottocorticale X-linked (SBHX), noto anche come doppia
corteccia o eterotopia laminare sottocorticale (SCLH). SBHX ¢ una malformazione cerebrale lieve
dello spettro lissencefalia, ¢ caratterizzata da placche bilaterali e simmetriche o fasci di sostanza grigia
trovati nella sostanza bianca centrale tra la corteccia ed i ventricoli cerebrali, le circonvoluzioni
cerebrali di solito appaiono normali. La paziente perdo mostra un quadro neuroradiologico piu grave
rispetto a quelli descritti (D’Agostino et al. 2002, Fig.1) con la presenza di una banda molto spessa
di sostanza grigia eterotopica completa (Fig 2).

Nella stessa paziente si ¢ riscontrata anche la mutazione missense ¢.898C> T (p.Arg300Cys) nel gene
SHANKS3, prevista come probabilmente dannosa da Polyphen. Le proteine Shank svolgono anche
un ruolo nella formazione delle sinapsi e nella maturazione delle spine dendritiche. Mutazioni in
questo gene sono causa di disturbo dello spettro autistico (Uchino et al., 2012) e un importante
fattore causale dei sintomi neurologici della sindrome da delezione 22q13.3 (Phelan et al., 2011).
Anche se non descritto in letteratura, ci siamo interrogati sul fatto che questa seconda mutazione
possa interferire provocando un quadro di doppia corteccia piu grave rispetto a cio che ¢ descritto in

letteratura.
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Partial frontal SBH Diffuse SBH Anterior pachygyria-posterior SBH

Fig. 1: Tagli assiali di RMN encefalo di 6 pazienti inclusi nello studio di D’Agostino et al., le figure rappresentano i diversi sottotipi di
SBH.

Fig. 2: RMN della nostra paziente.
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La seconda paziente del gruppo (G.P., nata il 13/12/97, 84-11) presenta due mutazioni entrambe sul
gene ALDH7A1 nel cromosoma 5. La mutazione ¢.1405+5G>A si ¢ verificata nella sequenza
intronica, 5pb lontano dall’esone 2, e sembra incidere sulla splicing. Il secondo SNP p.Asn167Ser ¢
previsto come Probabilmente Dannoso da Polyphen e causativo di malattia da Mutation Tester. Le
mutazioni del gene antiquitina (ALDH7A1) sono ora riconosciute come le basi molecolari dei casi di
crisi con insorgenza neonatale piridossina-dipendenti (PDS, Scharer et al., 2010), confermando il
fenotipo della ragazza.

Il terzo paziente di questo primo gruppo (S.T., nato il 11/2/08) ha semplicemente avuto conferma,
utilizzando NGS, della mutazione riscontrata con metodo tradizionale sul gene SCNIA sul
cromosoma 2 (c.1029-2A<G allo stato di eterozigosi), questo esame ¢ stato effettuato per la
valutazione di ulteriori possibili varianti presenti in questo paziente ed in un altro gruppo di pazienti
affetti da Sindrome di Dravet, i cui risultati al momento non sono ancora disponibili.

L’ultimo paziente del gruppo (S.F., 85-11) affetto da Epilessia Piridossino Dipendente, non ha
presentato la mutazione che ci si aspettava visto il suo fenotipo.

Nel gruppo con fenotipo per cui il background genetico ¢ largamente sconosciuto, come I’epilessia
mioclonica, D'epilessia rolandica, 'epilessia generalizzata idiopatica, GEFS+, convulsioni febbrili
semplici e plus, abbiamo rilevato mutazioni in 3 dei 10 pazienti (30%). Nello studio gia citato le
mutazioni riscontrate sono state in 5 pazienti su 10 (50%).

I risultati ottenuti in questo gruppo si sono rivelati molto interessanti, la prima paziente (D.G.,
16/05/10, 601-11) ¢ affetta da convulsioni febbrili plus e presenta un’importante famigliarita per
convulsioni febbrili entro 1 5 anni di eta nel ramo della famiglia paterna. I.a bambina presenta una
variazione in un gene: GABRG2 (c.351dup) sul cromosoma 5, presente anche nel padre, non
possiamo pertanto escludere 'effetto potenzialmente patogeno di questa mutazione. Infatti il gene
GABRG?2 codifica per la subunita gamma?2 del recettore tipo A del GABA ed ¢ stato identificato in
molti fenotipi di epilessia. Esistono 5 subunita alfa del recettore codificate dai geni GABRAI,
GABRD, GABRG2 (Polizzi et al., 2012). Mutazioni in quest’ultimo sono associate ad un ampio
spettro di epilessie, dalla Sindrome di Dravet a forme piu lievi come epilessia assenza dell'infanzia,
GEFS+ e FS+ (Shi et al, 2010; Tian et al., 2012). Questo risultato ci porta ad una possibile
interessante analisi di segregazione sulla famiglia prelevando gli altri individui per confermare la
mutazione in quelli affetti ed escluderla da quelli sani.

11 secondo bambino (M.M., nato il 03/10/05, 12-11), che ha presentato una mutazione nel secondo
gruppo, ha una diagnosi di epilessia parziale rolandica con un’importantissima famigliarita per la
patologia. Al NGS il bambino presenta nuove SNP in tre diversi geni: SCN3A (p.Asn43del), RELN
(p-Asp776Tyr) e GRIN2A (p.Asp776Tyr). La stessa delezione eterozigote sul gene SCN3A ¢ stata
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rilevata in entrambi i suoi genitori e anche in un altro paziente, con fenotipo diverso, e nei suoi
genitori. E’ stato quindi ipotizzato che questa mutazione non sia associata al fenotipo
epilessia/anomalie EEG.

La mutazione missense del gene RELN ¢ stata rilevata nel padre sano del paziente, suggerendo
nuovamente che non sia associato con il fenotipo del probando.

La mutazione missense in GRIN2A sul cromosoma 16 invece, é stata identificata anche nella madre
del paziente che ha presentato nell’infanzia un quadro di epilessia benigna. Non possiamo pertanto
escludere 'effetto potenzialmente patogeno di questa mutazione. Infatti il gene GRIN2A codifica
per un’unita dei recettori del’NMDA, una classe di canali ionotropici glutammatergici. Tali recettori
sono coinvolti nel potenziamento a lungo termine, attivita-dipendente dall’aumento dell'efficienza di
trasmissione sinaptica, alla base di certi tipi di memoria e dell'apprendimento. I recettori canale
del’lNMDA sono eteromeri composti dalle subunita del recettore NMDAR1 (GRIN1) e una o piu
delle 4 subunita NMDAR2: NMDAR2A (GRIN2A), NMDAR2B (GRIN2B), NMDAR2C
(GRIN2C) e NMDAR2D (GRIN2D).

Endele et al (2010) hanno dimostrato che GRINZ2A, a causa del ruolo cruciale dei recettori
del’lNMDA, fosse un gene eccellente candidato nella maturazione neuronale e nella trasmissione
sinaptica eccitatoria. Inoltre, le delezioni submicroscopiche in 16p13, includono GRIN2A tra gli altri
geni che sono stati recentemente associati alla disabilita intellettiva e all'epilessia.

E’ stato inoltre valutato il gene candidato con il sequenziamento tradizionale Sanger anche nella zia
del bambino, affetta anch’essa, e nella nonna materna sana, ¢ stata confermata la mutazione nella zia
affetta, mentre nella nonna sana non ¢ stata individuata, confermando la segregazione della
mutazione negli individui affetti della famiglia. Questo risultato si ¢ rivelato molto interessante in
quanto ¢ stato possibile confrontare gli EEG del probando con quelli della zia affetta, dimostrando
un’incredibile sovrapposizione del quadro elettroencefalografico tra i due alla stessa eta. Attualmente
la zia non presenta anomalie epilettiformi ma all’eta del nipote mostrava un’EEG molto attivo e
sovrapponibile a quello del bambino. Anche in questa famiglia si potranno continuare 1 prelievi nei
restanti individui per dimostrare ulteriormente la segregazione della mutazione nei componenti della
famiglia affetti. Interessante inoltre sarebbe poter valutare 'effetto della mutazione sulla proteina
prodotta e poter approfondire il quadro clinico con valutazioni neuropsicologiche e di RMN
encefalo funzionale.

La terza e ultima paziente che ha mostrato una mutazione in questo secondo gruppo di pazienti ¢
una bambina che ha presentato convulsioni febbrili semplici (M.R., nata il 06/12/06, 91-11) ed ha
famigliarita sia per CF semplici (Pd), sia per epilessia (Md). Al NGS la bambina presenta una

variazione in un gene: SCN2A (c.1490G>A) sul cromosoma 2. La sostituzione missense in SCN2A
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¢ stata identificata anche nella madre della paziente, che ha presentato nell’infanzia una convulsione
febbrile ed in seguito epilessia generalizzata idiopatica. Non possiamo pertanto escludere I'effetto
potenzialmente patogeno di questa mutazione. Infatti il gene SCN2A codifica la sub unita alfa2 del
canale del sodio neuronale. I canali del sodio sono i maggiori mediatori dello sviluppo neuronale,
mutazioni in SCN2A sono associate con varie epilessie (Shi et al. 2011): crisi benigne familiari
neonatali-infantili (BFNIS); epilessia genetica con crisi febbrili plus (GEFS+, Lin H. et al., 2011);
Sindrome di Dravet e alcune epilessie intrattabili dell'infanzia. Esistono almeno 4 subunita alfa
(SCNTA, SCN2A, SCN3A, SCN8A) che sono responsabili della codifica dei canali del sodio nel
cervello, tre di questi sono associati a varie epilessie (SCN1A, SCN2A, SCN3A).

Infine, nei pazienti con manifestazione aspecifica di crisi epilettiche con o senza ritardo mentale,
sono state rilevate mutazioni in 2 dei 6 (33%) pazienti. Nello studio in confronto ne sono state
rilevate 3 su 15 (20%). Cosi come nel secondo sottogruppo i nostri risultati hanno portato ad un
perfezionamento della diagnosi clinica in alcuni casi, nell’'ultimo gruppo 'analisi con questo pannello
di geni ¢ stata la prima occasione per avere una diagnosi in almeno 2 dei 6 pazienti, obbiettivo molto
difficile da raggiungere con l'utilizzo del metodo tradizionale, visto il fenotipo clinico aspecifico.

Le mutazioni ottenute in questo gruppo nella nostra casistica sono, la prima in una paziente (A.G.,
nata il 31/01/97, 98-11) con diagnosi di Encefalopatia epilettica in quadro malformativo complesso.
Al NGS la ragazza presenta una sostituzione missense nel gene GRIN2B (c.2096A>G) sul
cromosoma 12. Nei genitori non sono ancora stati eseguiti gli accertamenti per stabilire la possibile
ereditarieta. Non possiamo escludere 'effetto potenzialmente patogeno di questa mutazione. Infatti
il gene GRIN2B codifica per un’unita dei recettori del’lNMDA, come detto sopra per il gene
GRINZ2A, ed in particolare per la sub unita NMDAR2B (GRIN2B). Sia GRIN2B che GRIN2A
sono stati trovati alterati in individui con ritardo mentale e/o epilessia (Endele et al., 2010).

La seconda e ultima mutazione in questo terzo gruppo ¢ stata rilevata in un paziente con diagnosi di
encefalopatia epilettica e DPS (M.S., 05/10/04, 963-09). Questo bambino aveva gia effettuato test
genetici per X-fragile e S. di Angelman e array-CGH, risultati negativi. Al NGS il bambino presenta
una variazione in un gene: KCNQ2 (c.923C>T) sul cromosoma 20. La sostituzione missense nel
gene non ¢ stata identificata nei genitori sani. I geni KCNQ2 e KCNQ3 codificano per i canali del
potassio e la loro mutazione ¢ associata solitamente con convulsioni neonatali benigne famigliari
(Bievert et al., 1998; Charlier et al., 1998; Singh et al., 1998). Esistono pochi report con associazione
tra mutazioni in KCNQ2 e outcome piu severo. In uno studio del 2012 (Weckhuysen et al., 2012)
mutazioni in KCNQZ2 sono state trovate in pazienti con encefalopatia epilettica neonatale. Non

possiamo pertanto escludere l'effetto potenzialmente patogeno di questa mutazione.
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La differenza tra i dati riscontrati dalla nostra casistica rispetto a quella Svizzera/Tedesca potrebbe
essere causata dal maggior numero di geni posti sul loro pannello dell’epilessia (265 contro i nostri

106), dal maggior campione (33 pazienti contro i nostri 20) e dalla diversa distribuzione nei gruppi.
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CAPITOLO 5 - CONCLUSIONI

Con un tasso di rilevamento di mutazione del 40% (8/20 pazienti) nel nostro campione, NGS si ¢
rivelato uno strumento efficace per individuare i difetti genetici presenti nei pazienti con fenotipi
epilettici altamente eterogenei.

L’alta percentuale di rilevazione delle mutazioni nel gruppo con fenotipo noto dimostra che un
fenotipo clinico specifico indichi gia la possibile presenza di geni specifici e di conseguenza un
utilizzo di metodi tradizionali potrebbe essere la scelta diagnostica piu facile da effettuare. Tuttavia,
quando un particolare fenotipo puo essere causato da mutazioni in diversi geni, lo screening diretto
con i metodi convenzionali ¢ lungo e costoso e di conseguenza si puo pensare di utilizzare il NGS.
La conferma di mutazioni gia rilevate con il metodo tradizionale ha comunque fortemente
sottolineato 'attendibilita di queste nuove metodiche diagnostiche.

11 risultato ottenuto nel secondo gruppo dei pazienti con fenotipo per cui il background genetico ¢
largamente sconosciuto, e in cui il sequenziamento tradizionale puo essere molto complesso a causa
della moltitudine di geni potenzialmente causativi di un certo fenotipo, l'utilizzo di NGS puo essere
la metodica preferenziale D’altra parte, molti distinti fenotipi di epilessia hanno un’ampia e poco
chiara eziologia genetica e 1 loro sottostanti difetti genetici spesso restano sconosciuti (come ad
esempio nella Sindrome di Lennox-Gastaut o nella Sindrome di Dravet SCN1A negativa).

Poiché il pannello dei geni del NGS copre un ampio spettro di differenti fenotipi con epilessia,
lidentificazione delle mutazioni ¢ significativamente facilitata in questi casi, in confronto
all’approccio convenzionale “di uno per uno” del Metodo Sanger.

II sequenziamento con il pannello per Iepilessia di NGS per I'ultimo sottogruppo di bambini ha
permesso la rilevazione di mutazioni in pazienti con quadri clinici poco chiari. In questi casi, gli
approcci di sequenziamento convenzionale molto probabilmente non riuscirebbero a rilevare
aberrazioni genetiche dimostrando come un fenotipo clinico non specifico ostacoli la predizione di
possibili geni causativi della malattia.

I dati in nostro possesso, pur ancora limitati per numero e omogeneita della casistica, ci permettono
di ipotizzare che lutilizzo di NGS rappresenti un veloce e conveniente metodo di screening
diagnostico per analizzare le basi genetiche della epilessie.

Grazie a questo metodo siamo stati in grado di individuare le mutazioni nei pazienti con chiaro
fenotipo ma anche in quelli con fenotipo aspecifico, di scoprire la base genetica di alcuni casi finora
irrisolti, compresa l'individuazione di mutazioni nei casi in cui i precedenti metodi convenzionali

avevano dato risultati falsamente negativi.
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Questo approccio innovativo ha cosi dimostrato di essere un potente strumento di diagnostica che
puo contribuire alla raccolta di informazioni sulle forme di epilessia sia comuni che ignote e nel
delineare ’associazione dei fenotipi con geni mutati meno frequentemente.

NGS ha avuto un notevole impatto sulla ricerca della base genomica in termini di tempo, costi e
fattibilita. Nei prossimi anni si prevede l'utilizzo di NGS nelle clinica e nella diagnostica. Gli elementi
essenziali per rendere questo processo possibile sara l'obbligo di razionalizzazione i processi, in
particolare di preparazione del campione, accoppiato a miglioramenti nella tecnologia ed in
particolare nella caratterizzazione della precisione, grazie studi di validazione.

Le grandi quantita di dati di sequenza in uscita rappresentano una sfida per la bioinformatica clinica
di laboratorio. Oltre al trattamento dei dati, I'interpretazione del sequenziamento dei risultati richiede
un’ulteriore caratterizzazione delle varianti genomiche presenti nelle regioni analizzate. Anche se
molto lavoro ci attende per I'utilizzo di NGS in diagnostica clinica, le potenziali applicazioni sono

entusiasmanti e numerose.
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