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Abstract

Obiettivo: lo studio si propone di descrivere il fenotipo dei pazienti portatori di varianti
con perdita di funzione (LOF) nel gene SCNS8A4, ricercando dati utili per una precoce
diagnosi differenziale rispetto a portatori di varianti con guadagno di funzione (GOF) per

la gestione di una terapia mirata.

Metodi: a partire da un’ampia coorte di pazienti con varianti patogenetiche del gene
SCNS8A, sono stati selezionati 1 portatori di varianti con effetto LOF confermato, comprese
varianti troncanti € varianti missenso precedentemente testate in vitro. Attraverso 1’uso di
tre differenti prediction tool sono stati selezionati pazienti con varianti predette LOF e
sette varianti geniche che sono state testate con studi funzionali in vitro. Per 1 pazienti
selezionati, sono stati raccolti dati demografici, genetici ed elettroclinici dettagliati,
comprese informazioni sullo sviluppo psicomotorio, sull'epilessia, sulla clinica

neurologica e sulla risposta ai farmaci anticrisi.

Risultati: sono stati inclusi 58 pazienti, con un'etd mediana di 10 anni, 9 mesi (range: 18
mesi - 42 anni). 11 70,7% dei pazienti presentava una disabilita intellettiva (ID), lieve-
moderata nel 55,2% dei casi, grave-profonda nel 15,5% o un ritardo globale dello
sviluppo (13,8%). Nel 15,5% dei casi le abilita cognitive erano nella norma. Nel 50% dei
pazienti sono state segnalate problematiche neuropsichiatriche.

L’epilessia era presente nel 55,2% dei casi, con un’eta mediana di esordio di 3 anni, 7
mesi (range 1 mese — 14 anni). Il 32,8% dei pazienti presentava un’epilessia generalizzata,
il 17,2% un’encefalopatia epilettica e di sviluppo, il 5,2% un’epilessia mioclonica.
Durante il follow-up 1 pazienti hanno presentato diversi tipi di crisi: assenza (50%t), crisi
tonico-cloniche generalizzate (37,5%), clonico-miocloniche/emicicloniche (37,5%),

toniche (9,4%) e atoniche (6,3%). 11 40,6% dei pazienti ha raggiunto la liberta da crisi.

Discussione: Dall’analisi dei dati raccolti € stato possibile identificare quattro fenotipi
clinici: [1] pazienti senza epilessia con possibili disturbi del neurosviluppo (NDDwoE),
[2] pazienti con epilessia generalizzata (GE), [3] pazienti con encefalopatia epilettica e di
sviluppo (DEE), [4] pazienti con epilessia mioclonica (MyE). Nel primo gruppo
(NDDWoE) i pazienti presentavano un ampio spettro fenotipico, con ID nella maggior
parte dei casi, soprattutto lieve-moderata (87%), in alcuni di loro sono state registrate
anomalie EEG. Tra i pazienti con GE, circa la meta presentava abilita cognitive in norma

1



Abstract

e nel 52,6% dei casi si ¢ raggiunta la liberta da crisi. I pazienti con DEE erano in
percentuale maggiore di quanto precedentemente descritto e presentavano tutti ID, il 20%
era seizure-free. L’epilessia mioclonica non era stata precedentemente descritta in

pazienti con varianti in SCNSA.

Conclusioni: considerati come un unico gruppo, l'epilessia generalizzata con assenze,
l'insorgenza tardiva dell'epilessia e la scarsa risposta farmaci bloccanti i canali del sodio
sembrano essere le caratteristiche principali dei pazienti SCNSA-LOF, tuttavia, esistono
importanti differenze all’interno dei quattro sottogruppi fenotipici rilevati, che si
distinguono per caratteristiche cliniche, tipi di crisi ed eta di insorgenza dell’epilessia.
Ulteriori studi sono necessari per individuare caratterisriche precoci che permettano di
differenziare 1 pazienti LOF con insorgenza precoce di crisi e quadri di DEE rispetto a

quelli con varianti GOF.
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Epilessia

L’epilessia ¢ un disturbo neurologico caratterizzato da una persistente predisposizione
a generare crisi epilettiche, ovvero episodi parossistici ricorrenti di disfunzione cerebrale
dovuti ad un’attivita neuronale improvvisa, disorganizzata ed eccessiva; e dai suoi effetti
neurobiologici, cognitivi, psicologici e sociali. La definizione di epilessia richiede
I’occorrenza di almeno una crisi epilettica (1).

Nel 2005 la commissione della International League Against Epilepsy (ILAE) ha
definito concettualmente una “crisi epilettica” come la presenza di un evento transitorio
(con esordio e termine definiti dal punto di vista clinico e/o elettroencefalografico), con
segni e/o sintomi (variabili a seconda della regione cerebrale in cui origina la crisi) dovuti
ad un’attivita neuronale anomala.

Per rendere queste definizioni piu facilmente applicabili dal punto di vista clinico, la
ILAE ha istituito una Task Force nel 2014 (2), che ha definito 1’epilessia come un disturbo
cerebrale caratterizzato da uno dei seguenti:

1. almeno due crisi non provocate (o riflesse) separate da un intervallo di almeno 24

ore;

2. una crisi non provocata (o riflessa) e una probabilita di ulteriori crisi, nei successivi
10 anni, simile al rischio generale di recidiva (almeno 60%) che si presenta dopo due
crisi non provocate;

3. diagnosi di una sindrome epilettica.

Dato I’ampio spettro di possibilita cliniche ed eziologiche dell’epilessia, questa non
deve essere considerata come una singola entita clinica, ma come una gamma di disturbi
cerebrali causati da una varieta di cause sottostanti. Pertanto, alcuni autori hanno
suggerito sia piu corretto parlare di “epilessie” piuttosto che di “epilessia” (1,3).

Nonostante I’elevato numero di farmaci anticrisi (ASMs) a disposizione, fino al 30% di
pazienti in eta pediatrica continua ad avere crisi, presentando un quadro di
farmacoresistenza (4). L’epilessia farmacoresistente ¢ definita da una persistenza di crisi,
nonostante 1’utilizzo di due o piu farmaci anticrisi adeguatamente scelti per tipologia di

crisi e posologia, utilizzati sia in monoterapia che in associazione.
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Epidemiologia

L’epilessia ¢ uno dei disturbi neurologici pitt comuni con circa 50 milioni di persone
affette nel mondo (5). Presenta una prevalenza di 0.5-1% e un’incidenza di 50-120 casi
anno/100.000 abitanti.
La patologia puo colpire qualsiasi eta della vita, ma si presenta tipicamente con due picchi
di incidenza: durate I’infanzia e nell’eta senile (5). In particolare, diversi studi di
popolazione hanno rilevato un'incidenza di epilessia molto piu elevata nel primo anno di

vita rispetto ai bambini piu grandi (82,1-118 vs. 46 per 100.000 anni-persona) (6,7).

Classificazioni

Crisi, epilessia e sindromi epilettiche sono state classificate dalla ILAE a partire dalla

sua fondazione nel 1909, ma hanno avuto particolare vigore negli anni ’60 grazie al lavoro
del professor Gastaut. Alla classificazione del professor Gastaut, si sono susseguite le
classificazioni ILAE del 1981, e la successiva revisione del 1989 (8).
Nonostante alcuni concetti presenti gia in quelle classificazioni siano validi tutt’oggi, le
scoperte scientifiche degli ultimi decenni, che hanno permesso di aumentare le
conoscenze e la comprensione sulle epilessie e di modificare gli approcci diagnostico-
terapeutici, hanno reso evidente la necessita di una continua modifica e revisione delle
classificazioni precedenti (9).

Le possibilita del clinico di compiere una classificazione sono correlate alla facolta di
eseguire indagini diagnostiche sempre piu accurate. Le prime classificazioni si basavano
quasi esclusivamente su aspetti clinici ma, con il miglioramento delle tecniche di indagine
diagnostica, ¢ stato possibile integrare gli aspetti clinici con dati provenienti da studi EEG,
metodiche di imaging e tecniche di biologia molecolare (10,11).

Una fondamentale revisione dei criteri classificativi ¢ stata portata a termine da parte
della ‘Commissione per la Classificazione e la Terminologia’ della ILAE nel 2017 (12).
In questo lavoro il panel di esperti ha ridefinito il percorso clinico del paziente a partire
dal presentarsi di una crisi epilettica, definendo la necessita di fornire dapprima una
corretta classificazione del tipo di crisi, cui deve seguire 1’identificazione del tipo di

epilessia per poi giungere, in molti casi, alla definizione di una sindrome epilettica

(Fig.1).
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Figura 1: Framework for classification of the epilepsies. Da: Scheffer IE et al. ILAE classification of
the epilepsies: Position paper of the ILAE Commission for Classification and Terminology. Epilepsia.
2017:58(4):515.

In ogni fase di questo processo, il medico dovrebbe cercare di identificare I’eziologia
alla base della manifestazione clinica “epilessia”, prendendo sempre in considerazione la
possibilita che il paziente possa presentare delle caratteristiche cliniche difficili da
classificare o appartenere a piu di una categoria diagnostica. Pertanto, il processo
diagnostico non deve essere statico e definitivo, ma va interpretato in modo dinamico,
anche in considerazione delle modificazioni cliniche rilevabili solo con un attento follow-

up clinico-strumentale.

Tipi di crisi

La classificazione della crisi di esordio (primo livello diagnostico) segue una diagnosi
definita di epilessia (ovvero il clinico deve aver escluso la possibilita che la
manifestazione clinica del soggetto sia da attribuire ad altri disturbi parossistici non
epilettici).

Un’accurata descrizione delle crisi ¢ essenziale, poiché in alcuni casi questa puo essere
I’unica evidenza a sostegno della diagnosi di epilessia (9).
La classificazione delle crisi proposta dalla Commissione ILAE nel 2017 riprende le

precedenti, definendo pero una “Basic Seizure Classification” (Fig. 2) per i medici non
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specialisti in epilessia e una “Expanded Seizure Classification” (Fig. 3) per specialisti con

expertise in diagnosi e trattamento di epilessia (12).

ILAE 2017 Classification of Seizure Types Basic Version !
[ Focal Onset J [ Generalized Onset J [ Unknown Onset }
( Aware ‘Iqmpaired J Mot_or ) Motor
wareness Tonic-clonic Tonic-clonic
Hther:molor Other motor
Motor Onset Non-Motor (Absence) Non-Motor
Non-Motor Onset
- - - [ Unclassified 2
{ focal to bilateral tonic-clonic ]
1 Definitions, other seizure types and descriptors are listed in the accompanying paper & glossary of terms
2 Due to inadequate information or inability to place in other categories

Figura 2: ILAE 2017 Classification of Seizure Types Basic Version. Da: Fisher RS et al. Operational
classification of seizure types by the International League Against Epilepsy: Position Paper of the ILAE
Commission for Classification and Terminology. Epilepsia. 2017;58(4):524.

ILAE 2017 Classification of Seizure Types Expanded Version 1

‘ Focal Onset ’ Generalized Onset Unknown Onset
i 7 N
¥ — Impaired motor \ Motor
Awareness tonic-clonic fovie-clonic
clonic epileptic spasms
/ Motor Onset \ tonic i
automatisms myoclonic .
atonic 2 myoclonic-tonic-clonic \_ behavior arrest Y,
clonic myoclonic-atonic
epileptic spasms 2 at?;"c )
hyperkinetic epileptic spasms [ e ]
myoclonic Nonmotor (absence) Unclassified
tonic typical
Nonmotor Onset atypical
z myoclonic
SATSIOVIN eyelid myoclonia
behavior arrest \ /
cognitive
emotional

\__ sensory Y,

[focal to bilateral tonlc-clonlc]

Figura 3: ILAE 2017 Classification of Seizure Types Expanded Version. Da: Fisher RS et al. Operational
classification of seizure types by the International League Against Epilepsy: Position Paper of the ILAE
Commission for Classification and Terminology. Epilepsia. 2017;58(4):525.



Introduzione

In accordo con tale classificazione, si identificano:

1. Crisi focali: originano da un network neuronale piu o meno diffuso, ma limitato
ad un solo emisfero, possono poi, con una propagazione lungo vie preferenziali,
coinvolgere anche I’emisfero controlaterale (12,13).

Crisi ad esordio focale possono essere classificare in base alla presenza o meno di una
compromissione della consapevolezza, che pud presentarsi in un momento qualsiasi
dell’attacco, non solo e non necessariamente all’esordio della crisi (8).

Le crisi sono poi classificate in base alla presenza di sintomi motori (automatismi, attivita
tonica, atonica, clonica, spasmi epilettici, movimenti ipercinetici o mioclonie) o di
sintomi non motori (sintomatologia autonomica, arresto comportamentale, sintomi
cognitivi, emotivi o sensoriali).

2. Crisi generalizzate: originano in un punto di un network distribuito bilateralmente

nei due emisferi e rapidamente coinvolgono tutto il network stesso. Possono essere
interessate strutture sia corticali che sottocorticali, non dovendo necessariamente
includere I’intera corteccia (12,13).
Le crisi ad esordio generalizzato possono essere suddivise tra crisi con esordio motorio
(tonico-clonico, clonico, tonico, mioclonico, mioclonico-tonico-atonico, mioclonico-
atonico, atonico € spasmi) e non motorie, definite assenze, che possono essere tipiche,
atipiche, miocloniche o con mioclonie palpebrali.

3. Crisi ad esordio non noto o non classificabili: cosi definiten se non ci sono
informazioni adeguate o per I’impossibilita di inserirle all’interno di una specifica

categoria diagnostica.

Tipi di epilessia

La classificazione del tipo di epilessia (secondo livello diagnostico) si basa su evidenze
cliniche in correlazione con reperti EEG, sia critici che intercritici. E possibile che la
diagnosi termini a questo livello classificativo, cid avviene in quei casi in cui non sia
possibile da parte del clinico arrivare anche alla definizione della sindrome epilettica (12).

1. Epilessie focali: comprendono alterazioni unifocali e multifocali che interessano
un solo emisfero. Possono presentare diversi tipi di crisi focali e crisi focali che evolvono
in crisi bilaterali tonico-cloniche.

2. Epilessie generalizzate: il paziente mostra crisi generalizzate di diverso tipo.
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3. Epilessie combinate generalizzate e focali: gruppo di epilessie inserito dalla
classificazione del 2017.
4. Epilessie non note: in questo gruppo sono inserite quelle epilessie di cui il clinico

non ha sufficienti informazioni per poter operare una classificazione.

Sindromi epilettiche

La proposta di classificazione delle epilessie e delle sindromi epilettiche, pubblicata
dall'lLAE nel 1985, definiva una sindrome epilettica come "un disturbo epilettico
caratterizzato da un gruppo di segni e sintomi che si verificano abitualmente insieme.
Questi segni e sintomi possono essere clinici (ad esempio, anamnesi, tipo di crisi,
modalita di ricorrenza delle crisi e reperti neurologici e psicologici) o reperti rilevati da
studi ausiliari (ad esempio EEG, radiografie, TAC e RMN)".

La Revisione della Classificazione, pubblicata nel 1989, definiva una sindrome
epilettica in modo simile e osservava che le caratteristiche che la definiscono possono
includere il tipo di crisi, l'eziologia, 1'anatomia, 1 fattori precipitanti, I'eta di insorgenza,
la gravita, la cronicita, la ciclicita diurna o circadiana e talvolta la prognosi. Inoltre, era
stato segnalato che alcune sindromi possono evolvere da una all'altra, come gli spasmi
infantili che evolvono nella sindrome di Lennox-Gastaut.

Nei position paper aggiornati sulla Classificazione delle Epilessie del 2017 (8,12) il
terzo grado diagnostico era rappresentato dalla sindrome epilettica, definita come “un
gruppo di caratteristiche che tendono a verificarsi insieme, tra cui tipi di crisi, EEG e
risultati di imaging”. Si proponeva inoltre la possibilita di considerare nelle sindromi
anche le comorbilita specifiche, come disabilita intellettiva e psichiatrica, insieme a
quadri specifici di EEG e neuroimmagini.

Sebbene molte sindromi ben riconosciute fossero state inserite sia nella classificazione
del 1985 che in quella del 1989, le loro definizioni non erano mai state formalmente
accettate dalla ILAE fino alla creazione nel 2017 della nuova Task Force “Nosologia e
Definizioni”, che ¢ stata incaricata di definire una classificazione delle sindromi
epilettiche. Tale Task Force ha poi eleborato la nuova classificazione delle sindromi
epilettiche, culminata nei Position Paper pubblicati nel 2022 (14-18). In continuita con le
calssificazioni precedenti, il panel di esperti ha raggruppato le sindromi epilettiche
secondo eta di insorgenza, suddividendole in: [1] sindromi ad insorgenza neonatale e

nella prima infanzia, [2] sindromi ad insorgenza infantile, [3] sindromi con eta di
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insorgenza variabile e [4] epilessie generalizzate idiopatiche (IGE). In linea con la
Classificazione dell'epilessia del 2017, hanno ulteriormente suddiviso le sindromi in
ciascuna fascia d'eta in generalizzate o focali; in base al tipo di crisi; e stabilito una
categoria separata per le sindromi con encefalopatia epilettica e di sviluppo (DEE) e per
le sindromi con deterioramento neurologico progressivo (vedi Fig. 4, Tabella 1) (14).

Il termine DEE ¢ stato proposto nella Classificazione delle Epilessie del 2017 per
indicare un'epilessia associata a un ritardo nello sviluppo che pud essere dovuto
all'eziologia di base o all'attivita epilettica sovrapposta, o ad entrambe (12). Nella maggior
parte dei casi di DEE, l'insorgenza dell'epilessia e la compromissione dello sviluppo si
manifestano molto precocemente. Tuttavia, il termine DEE puo essere applicato quando
l'epilessia inizia piu tardi nel corso della vita, dopo un periodo prolungato di sviluppo
normale. Esempi di quest'ultimo caso sono la sindrome di Rasmussen o l'epilessia
mioclonica progressiva in un adolescente o in un adulto precedentemente normale dal
punto di vista dello sviluppo. In altri casi, possono essere presenti problemi di sviluppo
impercettibili, che diventano gradualmente piu evidenti con l'insorgenza delle crisi o con

il loro peggioramento (14).

Tradizionalmente, le sindromi sono state definite principalmente in base alle
caratteristiche elettrocliniche; tuttavia, negli ultimi due decenni, la scoperta di geni
correlati a epilessia ha permesso di studiare coorti di casi con un'eziologia genetica
condivisa. Sono emersi fenotipi elettroclinici coerenti, tra cui CDKL5 (19), MeCP2 (20),
PCDH19 (21,22), STXBPI (23). Inoltre, anche alcune eziologie strutturali, metaboliche,
immunitarie e infettive presentano fenotipi elettroclinici caratteristici (14). Pertanto, le
epilessie dovute a specifiche eziologie genetiche, strutturali, metaboliche, immunitarie o
infettive possono anche soddisfare i criteri per una sindrome, quando sono associate a
caratteristiche elettrocliniche coerenti ¢ hanno implicazioni gestionali e prognostiche

comuni.
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Figura 4: Classificazione delle sindromi epilettiche in base all'eta di presentazione. Sono riportate le eta
tipiche di presentazione, con gli intervalli indicati dalle frecce. Le sindromi epilettiche focali sono indicate
in blu (pannello A), le sindromi epilettiche generalizzate in verde, le sindromi focali e generalizzate in
giallo (pannello B) e le sindromi con encefalopatia evolutiva e/o epilettica o con deterioramento
neurologico progressivo in rosso (pannello C). Da: Wirrell EC et al. Methodology for classification and
definition of epilepsy syndromes with list of syndromes: Report of the ILAE Task Force on Nosology and
Definitions. Epilepsia. 2022 Jun;63(6):1333-1348.
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Tabella 1: Tabella riassuntiva delle sindromi epilettiche. Da: Wirrell EC et al. Methodology for
classification and definition of epilepsy syndromes with list of syndromes: Report of the ILAE Task Force

on Nosology and Definitions. Epilepsia. 2022 Jun;63(6):1333-1348.
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e Sindromi epilettiche con esordio in epoca neonatale e prima infanzia (<2 anni)

I bambini che presentano un esordio di epilessia molto precoce sperimentano tassi pit
elevati di farmacoresistenza (14), di mortalita (24) e un elevato carico di comorbidita
cognitive e comportamentali (25). Fino al 50% di questi mostra un ritardo globale dello
sviluppo a due anni dall’esordio di malattia (26). Le comorbidita sono piu frequenti tra i
bambini che sviluppano crisi resistenti ai farmaci (27) e quelli con un elevato carico di
crisi (28).

Nel paper di classificazione delle epilessie ad esordio neonatale e nella prima infanzia
(15) le sindromi epilettiche sono state divise in due gruppi principali: le sindromi
epilettiche self-limited, in cui ¢ probabile che si verifichi una remissione spontanea, e le
DEE (Fig. 5). La maggior parte delle sindromi ad eziologia specifica che iniziano nel
periodo neonatale o infantile sono DEE.

All'interno del gruppo delle epilessie self-limited, sia varianti patogeniche de novo che
ereditarie producono caratteristiche elettrocliniche simili nei casi familiari e non familiari.
Nelle sindromi epilettiche self-limited che iniziano sotto i due anni di eta, le crisi sono
tipicamente responsive ai farmaci e le sindromi sono associate a uno sviluppo intellettivo

normale o a una lieve disabilita cognitiva (15).

Self-limited epilepsies Developmental and epileptic
encephalopathies (DEE)
*  Self-limited neonatal epilepsy (SeLNE) '
*  Self-limited familial neonatal-infantile «  Ealy infantile developmental and
epilepsy (SeLFNIE) epileptic encephalopathy (EIDEE)
* Self-limited infantile epilepsy (SeLIE} «  Epilepsy in infancy with migrating focal
*  Genetic epilepsy with febrile seizures seizures (EIMFS)
plus (GEFS+) + Infantile epileptic spasms syndrome
*  Myoclonic epilepsy in infancy (MEI) (IESS) '

* Dravet syndrome (DS)

Figura 5: Organizzazione delle sindromi epilettiche che esordiscono nei neonati e nella prima infanzia.
Da: Zuberi et al. ILAE classification and definition of epilepsy syndromes with onset in neonates and
infants: Position statement by the ILAE Task Force on Nosology and Definitions. Epilepsia. 2022
Jun;63(6):1349-1397.
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Le DEE sono state ulteriormente classificate in DEE infantili precoci (EIDEE), con

esordio esclusivo al di sotto dei tre mesi di eta, e altre sindromi che si presentano di solito

dopo 1 tre mesi di vita o hanno uno spettro di eta di insorgenza che comprende periodi

precoci e tardivi (15).

e Sindromi epilettiche con esordio nell’infanzia (2-12 annni)

Le sindromi a insorgenza infantile possono essere suddivise in tre gruppi principali

(Tabella 2): [1] epilessie focali self-limited (SeLFE); [2] sindromi epilettiche

generalizzate; [3] encefalopatie dello sviluppo e/o epilettiche (16).

Self-limited focal epilepsies Genetic generalized epilepsies DEEs
Epilepsy
Epilepsy syndromes
syndromes with
with focal generalized Formerly
seizures Formerly known as seizures known as DEEs Formerly known as
SeLECTS Childhood epilepsy with CAE’ Pyknolepsy, EMALS Doose syndrome
centrotemporal spikes, (benign) petit mal
Rolandic epilepsy, (benign)
epilepsy with centrotemporal
spikes
SeLEAS Panayiotopoulos syndrome, early EEM Jeavons LGS No changes
onset (benign) occipital epilepsy syndrome
COVE Late onset (benign) occipital EMA Bureau and DEE-SWAS Epileptic
epilepsy or idiopathic childhood Tassinari EE-SWAS encephalopathy
occipital epilepsy-Gastaut type syndrome Landau-Kleffner with continuous
syndrome spike-and-wave
(subtype of in sleep, atypical
EE-SWAS) (benign) partial
epilepsy (pseudo-
Lennox syndrome)
POLE Idiopathic photosensitive occipital FIRES AERRPS, DESC
lobe epilepsy HHE No changes

Tabella 2: Tabella riassuntiva delle sindromi epilettiche ad esordio nell’infanzia. Da: Specchio N et al.
International League Against Epilepsy classification and definition of epilepsy syndromes with onset in
childhood: Position paper by the ILAE Task Force on Nosology and Definitions. Epilepsia. 2022
Jun;63(6):1398-1442

Epilessie focali self-limited: rappresentano fino al 25% di tutte le epilessie pediatriche

(29). Condividono le seguenti caratteristiche:

1. Insorgenza dipendente dall'eta, specifica per ciascuna sindrome.

2. Nessuna lesione strutturale significativa dell’encefalo.

3. L'anamnesi della nascita, del periodo neonatale e degli antecedenti ¢ di solito

irrilevante.

4. Le abilita cognitive e I'esame neurologico sono in genere normali.

5. La remissione avviene solitamente entro la puberta.
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6. Farmacoresponsivita se trattata.

7. Predisposizione genetica per il tratto EEG.

8. Semiologia classica delle crisi per ciascuna sindrome: le crisi sono focali
motorie o sensoriali con o senza alterazione della coscienza e possono evolvere in
crisi tonico-cloniche bilaterali.

9. Caratteristiche specifiche dell'EEG: anomalie epilettiformi con morfologia e
localizzazione distintiva (a seconda della sindrome epilettica), spesso attivate con
il sonno. L'EEG ha un’organizzazione normale.

Nella maggior parte dei casi, i bambini con SeLFE presentano caratteristiche tipiche di
una sindrome specifica. Tuttavia, alcuni presentano un quadro misto o possono evolvere
da una sindrome all'altra nel corso del tempo (30). Inoltre, in rari casi si verifica anche
una sovrapposizione con le IGE (31,32).

Nell'ambito delle SeLFE, si riconoscono due livelli di sindromi, in base alla prognosi a
lungo termine.
I1 primo sottogruppo comprende due sindromi:

1. Epilessia self-limited con punte centrotemporali (SeLECTS; precedentemente
chiamata epilessia infantile con punte centrotemporali, epilessia benigna
dell'infanzia con punte centrotemporali o epilessia Rolandica benigna).

2. Epilessia self-limited con crisi autonomiche (SeLEAS; precedentemente chiamata
sindrome di Panayiotopoulos o epilessia occipitale benigna a esordio precoce).

Il secondo sottogruppo comprende due sindromi:

1. Epilessia visiva occipitale infantile (COVE; precedentemente chiamata epilessia
occipitale benigna a esordio tardivo, sindrome di Gastaut o epilessia occipitale
infantile idiopatica di tipo Gastaut; in rari casi pud esordire intorno alla
puberta/adolescenza).

2. Epilessia del lobo occipitale fotosensibile (POLE; precedentemente chiamata
epilessia del lobo occipitale fotosensibile idiopatica).

Nel primo gruppo, la remissione sia nelle SeLECTS che nelle SeLEAS ¢ prevista in tutti
1 casi entro I'adolescenza e, se si inizia il trattamento, non si deve continuare oltre tale eta.

In COVE e POLE, la remissione ¢ altamente probabile; tuttavia, alcuni pazienti possono
presentare una persistenza delle crisi dopo l'adolescenza. Spesso viene prescritto un
trattamento cronico con farmaci anticrisi che, nella maggior parte dei casi, puo essere
sospeso con successo senza che si verifichi una recidiva delle crisi; tuttavia, in rari casi

puo essere necessaria una durata maggiore del trattamento.
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Sindromi epilettiche generalizzate: sostanzialmente tutte le sindromi epilettiche
generalizzate con esordio nell'infanzia hanno un'eziologia genetica. Infatti, ¢ frequente
un'anamnesi familiare positiva per epilessia e sono considerate a ereditd complessa,
ovvero hanno una base poligenica, con o senza il contributo di fattori ambientali (16). Il
livello cognitivo, I'esame neurologico e la risposta ai farmaci sono variabili. La
semiologia delle crisi e le caratteristiche EEG sono specifiche per ciascuna delle sindromi
incluse in questo gruppo.

Le epilessie genetiche generalizzate dell'infanzia comprendono I'epilessia con assenze
dell’infanzia, 1’epilessia con mioclonie palpebrali, I’epilessia con assenze miocloniche e
I’epilessia con crisi miocloniche-atoniche. L'epilessia con assenze miocloniche e
l'epilessia con mioclonie palpebrali hanno una prognosi variabile. L'epilessia con crisi
miocloniche-atoniche ¢ classificata tra le DEE, poiché i bambini mostrano tipicamente

una stagnazione o una regressione dello sviluppo (16).

Encefalopatie epilettiche e di sviluppo: spesso presentano sia crisi focali che
generalizzate, come nel caso della sindrome di Lennox-Gastaut, 1'encefalopatia epilettica
e di sviluppo con attivazione di punte-onde nel sonno (DEE-SWAS), e l'encefalopatia
epilettica con attivazione di punte-onde nel sonno (EE-SWAS). Altre sindromi possono
presentare solo crisi generalizzate, come l'epilessia con crisi miocloniche-atoniche
(EMALtS), o solo crisi focali/multifocali, come la sindrome con emiconvulsioni-

emiplegia-epilessia (HHE) e la sindrome epilettica febbrile da infezione (FIRES) (16).

e [Epilessie generalizzate idiopatiche

Le epilessie generalizzate idiopatiche (IGE) sono un gruppo comune di epilessie, che
rappresenta circa il 15%-20% delle persone con epilessia (33). Storicamente includono le
sindromi dell'epilessia con assenza infantile (CAE), dell'epilessia con assenze giovanile
(JAE), dell'epilessia mioclonica giovanile (JME) e dell'epilessia con crisi tonico-cloniche
generalizzate (GTCA).

La classificazione dell’ILAE del 2017 ha suggerito di utilizzare il termine "epilessie
genetiche generalizzate" (GGE) per l'ampio gruppo di epilessie con tipi di crisi
generalizzate, sulla base di una presunta eziologia genetica derivante da dati di studi
gemellari e familiari. La Commissione ha suggerito di riservare il termine IGE alle quattro

sindromi CAE, JAE, JME ¢ GTCA (17).
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11 gruppo delle IGE costituisce un sottogruppo distinto delle GGE, per i seguenti motivi:
[1] sono le sindromi pitt comuni all'interno delle GGE; [2] hanno generalmente una buona
prognosi per il controllo delle crisi; [3] non evolvono verso un'encefalopatia epilettica;
[4] esiste una sovrapposizione clinica tra CAE, JAE e JME, percio, possono evolvere con
l'eta in un'altra sindrome IGE (ad esempio, CAE che evolve in JME); [5] presentano
reperti EEG simili.

Sebbene la risposta ai farmaci anticrisi e la necessita di una terapia a lungo termine
varino all'interno delle singole sindromi, le IGE sono solitamente responsive ai farmaci,
con circa I'80% che risponde ai farmaci usati in modo appropriato.

I pazienti con IGE presentano uno o una combinazione dei seguenti tipi di crisi
generalizzate: assenze, crisi miocloniche, tonico-cloniche e mioclonico-atoniche. Le crisi
tonico-cloniche generalizzate possono avere come manifestazioni precoci caratteristiche
focali o asimmetriche, come la deviazione o la versione della testa e degli occhi, mentre
le crisi miocloniche possono essere focali o asimmetriche. I reperti focali spesso
cambiano lato da una crisi all'altra. Le crisi generalizzate toniche, atoniche, miocloniche-
atoniche, focali e gli spasmi epilettici escludono la diagnosi di IGE (17).

L'EEG mostra il classico riscontro di scariche generalizzate di punta-onda, tipicamente
di 2,5-5,5 Hz, che si manifestano spesso durante la sonnolenza, il sonno ¢ al risveglio. Le
scariche appaiono spesso frammentate durante il sonno e possono avere caratteristiche
focali. Tuttavia, non dovrebbero verificarsi attivita epilettiformi focali consistenti o
rallentamenti focali. Nella maggior parte dei pazienti non trattati con JME e in una
minoranza di pazienti con CAE e JAE, si verifica una risposta fotoparossistica con
stimolazione fotica intermittente (34,35). Anche l'iperventilazione spesso scatena

scariche generalizzate di punta-onda (17).

Eziologia

Determinare la causa, indipendentemente dal "livello" di diagnosi raggiunto sulla base
del tipo di crisi, epilessia e sindrome epilettica, dovrebbe essere uno degli obiettivi primari
che il clinico dovrebbe raggiungere (12).

Gia nel 1981 era stata creata una classificazione eziologica, sottolineando come
I’eziologia giochi un ruolo determinante nel decorso clinico, nella prognosi e sulle scelte
terapeutiche (10). Tale classificazione prevedeva la suddivisione in quattro categorie

principali:
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1. Epilessie idiopatiche: prevalentemente o presumibilmente ad origine genetica, in
assenza di evidenti anormalitd neuroanatomiche o neuropatologiche;

2. Epilessie sintomatiche: acquisite o con cause genetiche, associate a evidenti anormalita
neuroanatomiche o neuropatologiche e/o a caratteristiche cliniche indicative di patologie
o condizioni patologiche sottostanti;

3. Epilessie provocate: un fattore specifico sistemico o ambientale ¢ la causa principale
delle crisi e in cui non concomitano evidenti alterazioni neuro-anatomiche/funzionali;

4. Epilessie criptogeniche: di presunta natura sintomatica in cui non ¢ identificata la

causa.

Nel 2011 Berg e Scheffer (36) proposero una nuova classificazione, che ha sostituito la
precedente, e che prevedeva tre principali categorie: [1] Epilessie Genetiche (in cui viene
identificato il gene la cui variante ¢ alla base del meccanismo patogenetico di malattia);
[2] Epilessie Metabolico-Strutturali e [3] Epilessie a eziologia non nota.

L’uso di queste categorie non permetteva sempre di classificare in maniera rigida i
diversi tipi di epilessie, infatti molti difetti strutturali, comprese le malformazioni, e la
maggior parte dei disordini metabolici sono di origine genetica.

La classificazione 2017 propone invece sei possibili categorie: epilessia a eziologia

strutturale, genetica, infettiva, metabolica, immune e sconosciuta (12).
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Neurosviluppo

Nell'ultima versione del Manuale Diagnostico e Statistico dei disturbi mentali (DSM-5)
¢ stata creata la nuova categoria diagnostica dei "Disturbi del neurosviluppo", che ha
sostituito la precedente categoria del DSM-IV dei "Disturbi solitamente diagnosticati per
la prima volta nell'infanzia o nell'adolescenza". L’aggiunta del termine "neurosviluppo"
implica un'origine precoce e un correlato neurobiologico dei distrubi compresi in questa
categoria (37).

All'interno di questa categoria si trovano disturbi che possono andare da limitazioni
molto specifiche dell'apprendimento a compromissioni globali delle abilita sociali e
dell'intelligenza. 1 disturbi del neurosviluppo comprendono attualmente disabilita
intellettiva (ID), disturbi della comunicazione e del linguaggio, disturbi dello spettro
autistico (ASD), disturbo da deficit di attenzione e iperattivita (ADHD), disturbi specifici
dell'apprendimento (DSA) e disturbi del movimento. La diagnosi di molti di questi
disturbi ha subito una notevole ridefinizione nel corso del 1900, ma solo nel ventunesimo
secolo si ¢ assistito a un massiccio aumento della ricerca e della letteratura.

Le manifestazioni cliniche dei disordini del neurosviluppo si sovrappongono tanto
quanto la loro eziologia. Infatti, lo sviluppo di un cervello funzionale dipende da una
complessa sequenza di eventi che comprendono la proliferazione e la migrazione delle
cellule neuronali e gliali, la maturazione e la sopravvivenza dei neuroni, una connettivita

efficiente sia a livello assonale che sinaptico (38).

Disabilita intellettiva

La disabilita intellettiva rappresenta un importante problema di salute pubblica. Il DSM-
5 descrive la disabilita intellettiva come un difetto nel funzionamento intellettivo e nel
comportamento adattivo che inizia nel periodo dello sviluppo e influenza tre domini della
vita quotidiana: [1] il dominio concettuale, che comprende la conoscenza, il
ragionamento, la memoria e la capacita di scrivere, leggere e fare calcoli; [2] il dominio
sociale, che descrive il funzionamento nelle interazioni sociali, come il mantenimento
delle amicizie, le capacita di comunicazione e l'empatia; [3] il dominio pratico, che
comprende la cura della persona, 1'organizzazione della vita quotidiana, la capacita di
frequentare la scuola, avere un lavoro e gestire le finanze (39).

La prevalenza riportata di ID nei bambini negli Stati Uniti ¢ stata dell'l,1-1,2% tra il
2014 e il 2016 (40), nella popolazione mondiale la prevalenza ¢ pari al 2-3% (41).
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Per gli individui di eta inferiore ai cinque anni che non raggiungono le tappe attese dello
sviluppo in varie aree del funzionamento intellettivo, ¢ possibile porre diagnosi di ritardo

globale dello sviluppo.

Disturbo dello spettro autistico

I1 disturbo dello spettro autistico (ASD) ¢ un disturbo del neurosviluppo definito da
difficolta di comunicazione sociale e comportamenti ristretti e ripetitivi (42,43).

E riconosciuto come un insieme di disturbi correlati di diversa eziologia. Le
manifestazioni dell'ASD sono eterogenee e possono includere individui con disabilita
intellettiva e capacita linguistiche limitate e individui con funzioni intellettive e
linguistiche significativamente superiori alla media che hanno difficolta nella
comunicazione sociale. Queste difficolta si manifestano nella pragmatica o nelle norme
sociali associate alla comunicazione, come parlare con un volume appropriato, interagire
a una distanza fisica adeguata, rilevare e adattare la comunicazione in risposta ai gesti e
alle espressioni facciali. La rigidita, che si manifesta nel richiedere agli altri di parlare o
comportarsi in modi specifici o nel dover aderire a programmi o attivita prescritte, ¢
comune (43).

I sintomi di presentazione dell' ASD dipendono dall'eta, dai livelli di linguaggio (da non
verbale a completamente fluente), dalle capacita cognitive e dal sesso. Nei primi due anni
di vita, le caratteristiche comuni includono una scarsa acquisizione o un declino delle
abilita linguistiche e dei gesti comunicativi o il mancato apprendimento o adozione di
queste abilita. L'ASD ¢ inoltre caratterizzato da una minore reattivita nelle interazioni
sociali e dalla presenza di comportamenti ripetitivi, come la mancata risposta al nome
quando viene chiamato, lo sbattere delle mani e 1'allineamento dei giocattoli in un modo
particolare. La rigidita comportamentale o cognitiva, la mancanza di interesse per la
socializzazione, gli interessi limitati e la mancanza di gioco immaginativo diventano
tipicamente piu evidenti con I’aumentare dell’eta del bambino (43).

La prevalenza dell'ASD ¢ aumentata costantemente negli ultimi due decenni. Nel 2000,
il Center for Disease Control's Autism and Developmental Disabilities Monitoring
(ADDM) Network ha stimato 1'incidenza dell'ASD in 1 bambino su 150. Nel 2006,
l'incidenza dell'ASD ¢ passata a 1 bambino su 110 e nel 2008 ¢ aumentata ancora,
raggiungendo 1 bambino su 88. Nel 2012, la rete ADDM ha rivisto le stime sull'ASD a 1
bambino su 68 (44). Nel 2016, il National Health Center for Health Statistics ha
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pubblicato il suo ultimo tasso di prevalenza e ha riportato un nuovo record, affermando
che 'ASD potrebbe essere presente in ben 1 bambino su 36 (40). Si ritiene che questo
rapporto sia lo stesso in tutti 1 contesti etnici o socioeconomici, tuttavia esistono variazioni
di genere. La prevalenza dell'ASD sembra essere da quattro a cinque volte superiore nei
ragazzi rispetto alle ragazze (44). L'aumento della frequenza di screening dell'ASD nei
bambini e negli adulti, i migliori criteri diagnostici e le scale comportamentali e
neuropsicologiche piu accurate possono aver contribuito al costante aumento della
prevalenza dell'ASD.

Quasi tre quarti dei bambini con ASD hanno anche un altro disturbo medico,
psichiatrico o neurologico che comporta ulteriori danni fisici /o mentali, maggiori costi

di trattamento e maggiori richieste di assistenza da parte delle famiglie dei pazienti (42).

Disturbo da deficit di attentione/iperattivita

Il disturbo da deficit di attenzione/iperattivita (ADHD) ¢ il piu comune disturbo del
neurosviluppo infantile, che colpisce dal 3 al 9% dei bambini in eta scolare, e spesso
persiste in eta adulta (45,46).

I pazienti con ADHD presentano un pattern persistente di disattenzione e/o iperattivita
che interferisce con il funzionamento o lo sviluppo e sono presenti in due o piu contesti
di vita dell’individuo. La disattenzione determina il commettere errori di distrazione,
difficolta nel mantenere I’attezione su compiti o attivita, incapacita di seguire le istruzioni
o portare a termine compiti o doveri, difficolta di organizzazione e pianificazione,
avversione per compiti che richiedono sforzo mentale protratto, facile distraibilita e
sbadataggine. Le caratteristiche di iperattivita e impulsivita determinano agitazione
motoria con continui movimenti di mani e piedi, ’impossibilita di rimanere fermi o al
proprio posto in situazioni che lo richiedono, incapacita di svolgere attivita ricreative
tranquillamente, eloquio eccessivo o incapacita di rispettare i turni conversazionali e di
attendere la fine delle domande prima di fornire una risposta o un comportamento

invadente (39).

Disturbi del linguaggio

Nella popolazione generale dei bambini di 5 anni, quelli con disturbo del linguaggio

sono circa il 7% (47). Sebbene 1 sintomi siano particolarmente evidenti nei primi anni di
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vita, spesso le difficolta di linguaggio preseguono in eta scolare (avendo ricadute negative
sulle abilita di apprendimento) e oltre (48,49).

I disturbi del linguaggio possono essere eterogenei e presentano difficolta persistenti
nell’acquisizione e nell’uso di diverse modalita di linguaggio (parlato, scritto, gestuale)
ed interessare tutte le abilita linguistiche: fono-articolatorie, lessicali, morfo-sintattiche,

narrative (39).

Disturbi dell’apprendimento

I disturbi dell’apprendimento comprendono un gruppo eterogeneo di difficolta
nell’apprendimento e nell’uso di abilita scolastiche. Essi comprendono disturbi nelle
abilita di decodifica e di velocita di lettura (dislessia); nella comprensione del significato
del testo letto; nello spelling e nella correttezza ortografica (disortografia); e nelle
capacita di padroneggiare il concetto di numero, i dati numerici, il calcolo ed il
ragionamento matematico (discalculia).

Poiché¢ gli attributi di disturbo di apprendimento sono dimensionali e dipendono dalle
soglie utilizzate per suddividere le distribuzioni normali (50), le stime di prevalenza e
incidenza variano. Le stime di prevalenza della dislessia variano dal 5 al 17% (51,52) ed
¢ stata descritta in ogni gruppo etnico, in ogni linguaggio e in ogni regione geografica. E
presente una piccola ma significativa dominanza nel sesso maschile (1,5-3:1) (53). 1l
disturbo specifico della comprensione del testo ¢ meno frequente (54), ma rappresenta
comunque circa il 42% di tutti 1 bambini mai identificati con DSA in lettura di qualsiasi
grado (55). Anche le stime di incidenza e prevalenza della discalculia variano: dal 4 all'8%
(52). I tassi di incidenza cumulativa all'eta di 19 anni variano dal 5,9% al 13,8%. La
disortografia ¢ il DSA meno studiato e le stime di prevalenza variano dal 6% al 22% (56)

e l'incidenza cumulativa va dal 6,9% al 14,7% (51).

22



Introduzione

Studi genetici in epilessia e neurosviluppo

Lo studio degli aspetti genetici in epilessia ha visto il suo inizio a partire dagli anni *90,
quando lo studio di alberi genealogici di famiglie con diversi membri affetti da epilessia,
permetteva di identificare dei pattern di ereditarieta. In questi casi si avevano per lo piu
patologie con trasmissione di tipo autosomico dominante con penetranza variabile. Lo
studio dei singoli gruppi familiari € pero riduttivo, lasciando la maggior parte dei pazienti
con epilessie sporadiche o con pattern familiari non chiari privi di una diagnosi eziologica
(57).

Le cause genetiche di epilessia comprendono diversi possibili meccanismi (58):
anomalie cromosomiche; riarrangiamenti genomici; sostituzioni nucleotidiche e
meccanismi di imprinting genomico. La valutazione della patogenicita delle varianti deve
sempre prendere in considerazione il tipo di ereditarieta con cui il gene viene trasmesso
e I’eventuale presenza della stessa nei genitori.

Dall’identificazione del primo gene correlato ad epilessia nel 1993, piu di 500 geni
associati allo sviluppo di epilessia sono stati descritti, anche se il ruolo di alcuni di questi
non ¢ ancora del tutto definito (59). Si ipotizza che I’intervento di fattori genetici possa
rendere conto di circa il 40% dei casi di epilessia (60).

La figura 6 mostra un grafico dei geni legati ad epilessia scoperti negli anni (61).

OMIM phenotypic series:
» genes associated with AD familial epilepsies
@ genes associated with AD & X-linked EIEE
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45
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Figura 6: Geni identificati causativi di epilessia. In blu geni associati ad ereditarietd autosomico
dominante. In rossi geni associati a varianti de novo. L’avvento delle metodiche di NGS ha permesso, a
partire dal 2010, I'identificazione di un numero crescente di geni con varianti in casi isolati e in piccoli
gruppi familiari. Da: Mgller RS et al. From next-generation sequencing to targeted treatment of non-
acquired epilepsies. Expert Rev Mol Diagn. 2019 Mar;19(3):217-228.
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Cosi come per I’epilessia, anche nei disordini del neurosviluppo ¢ presente una forte
eziologia genetica (62,63).

Tuttavia, l'ereditarieta dell'ASD familiare rimane meno conosciuta poiché ¢ piu difficile
accertare 1 meccanismi molecolari e cellulari alla base dell'’ASD. Esistono infatti diverse
ipotesi sulla patogenesi dell’ ASD, che comprendono 1’alterata espressione di canali ionici
negli interneuroni corticali; la proliferazione, la differenziazione e la migrazione
neuronale aberranti; la formazione di reti anomale e 'alterata plasticita sinaptica durante
lo sviluppo corticale. Probabilmente questi fattori giocano un ruolo sinergico nell’alterare
la normale funzionalita cerebrale, contribuendo in misura variabile al fenotipo di malattia
(64). Pertanto, molti dei geni di rischio per l'autismo influenzano la regolazione
dell'espressione genica, la neurogenesi, la modificazione della cromatina e la funzione
sinaptica (43).

Gli studi che hanno valutato la prevalenza dell' ASD hanno rilevato che nei gemelli
monozigoti, se un gemello ha ' ASD, anche I'altro avra il 36-95% di probabilita di avere
I'"ASD. Nei gemelli non monozigoti, se un bambino ha un ASD, la probabilita che anche
l'altro gemello abbia lo stesso disturbo scende allo 0-30% (65,66). I fratelli di bambini
con ASD hanno un rischio del 2-8% di sviluppare anch'essi il disturbo, che sale al 12-
20% se il bambino colpito mostra deficit in uno o due dei tre domini compromessi
nell'autismo (67).

L'applicazione estensiva della Whole Exome Sequencing (WES) in ambito clinico negli
ultimi anni ha aumentato il ritmo di scoperta di nuove varianti nell' ASD. Questa tecnica
ha anche dimostrato che I'ASD ¢ multigenico ed eterogeneo in termini di background
genetico, con pochissimi casi di varianti patogene ripetute in un numero sostanziale di

casi affetti (68).

L'ereditabilita dell' ADHD ¢ elevata rispetto alla maggior parte dei disturbi psichiatrici
se si confronta con 1 tassi di ereditabilita riscontrati nel disturbo dello spettro autistico,
nel disturbo bipolare e nella schizofrenia (69). Tuttavia, la conoscenza dell'architettura
genetica alla base dell'l ADHD rimane limitata. L'aggregazione familiare del disturbo ¢
forte e 1 risultati attuali suggeriscono che il rischio relativo di ADHD ¢ da 5 a 10 volte per
1 parenti di primo grado di persone affette (70,71).

Sulla base di studi familiari e gemellari degli ultimi decenni, 1'ereditabilita dell' ADHD
¢ stata stimata al 77-88% (72).
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I primi studi di casi di difficolta di lettura hanno identificato la loro natura familiare. Il
rischio relativo di avere la dislessia se almeno un membro della famiglia ne ¢ affetto ¢ piu
alto rispetto al rischio per gli individui non imparentati; piu alto per le famiglie in cui un
parente di primo grado ¢ affetto da dislessia; e ancora piu alto per i bambini in cui
entrambi i1 genitori sono affetti da dislessia (73). Gli studi genetico-quantitativi stimano
che il 30-80% della varianza nei risultati di lettura, matematica o ortografia sia spiegata

da fattori ereditabili (74).

Test genetici

Quando si sospetta una eziologia genetica ci sono diverse analisi che possono essere
utilizzate; infatti, non esiste una sola metodica genetica che sia in grado operare uno
screening di tutte le possibili alterazioni genetiche (58,75):

- Cariotipo: permette la visione di tutti i cromosomi presenti in una cellula,
determinando la presenza di alterazione del numero di cromosomi o la presenza di
alterazioni strutturali che siano abbastanza grandi da poter essere visualizzate con un
microscopio ottico (minimo 10-15 Mb).

- L’ibridazione fluorescente in situ (Fluorescent in situ hybridization — FISH):
attraverso 1’'uso di sonde marcate, permette di rilevare la presenza o 1’assenza di
specifiche regioni cromosomiche. Essa ¢ utile per la conferma di duplicazioni o delezioni
di dimensioni maggiori di 5-10 Mb; ha il limite di poter sondare solo sequenze specifiche
gia note e non analizza I’intero genoma;

- Analisi dei cromosomi con microarray: questa metodica permette di individuare
duplicazioni o delezione con risoluzione di 100-300 kb analizzando I’intero genoma;

- Sequenziamento specifico con metodica Sanger: dopo amplificazione del DNA
tramite PCR, permette di individuare la sequenza nucleotidica di un determinato gene,
rilevando cosi la presenza di varianti. Utilizzata per il sequenziamento del singolo gene
nei genitori di un probando in cui sia stata rilevata una variante, permettendo di definire
I’ereditarieta della stessa;

- Next Generation Sequencing (NGS): comprende diversi tipi di tecnologie che
permettono un rapido sequenziamento in parallelo di un elevato numero di segmenti di
DNA; comprende diverse possibili metodiche:

e Pannelli genici: attraverso 1’uso di NGS analizzano un pool di geni noti
per avere un ruolo causativo in specifiche patologie, permette un’analisi veloce

solo di determinati geni senza ricorrere al sequenziamento di tutto il genoma;
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o Sequenziamento dell’esoma (Whole-exome sequencing — WES): analizza
la presenza di alterazioni nell’esoma, ovvero quella parte di geni che codifica per
proteine (il genoma umano ha circa 180.000 esoni, che costituiscono circa 1°1%
del genoma) (76). Essa pero non ¢ in grado di rilevare le copy number variations
(CNVy5), le alterazioni di metilazione e alterazioni nelle regioni non codificanti;

o Sequenziamento dell ’intero genoma (Whole-genome sequencing — WGS):
analizza le sequenze dell’intero genoma, percido unisce al sequenziamento del

WES anche quello delle regioni geniche non codificanti.

I nuovi approcci genomici, in particolare le metodiche NGS, hanno migliorato il tasso e
ridotto 1 costi associati alla diagnosi dell'epilessia genetica, poiché 1 test tradizionali basati
su citogenetica e microarray sono lunghi, costosi e la resa diagnostica piu bassa
(75,77,78). Negli ultimi anni queste tecniche sono state ampiamente utilizzate per chiarire
le sospette malattie neurologiche ereditarie, contribuendo ad aumentare drasticamente il

numero di pazienti con diagnosi di epilessia genetica.

Benefici della diagnosi genetica
L’importanza di identificare la causa genetica del quadro clinico dei pazienti ¢
essenziale per diverse ragioni (3,58):

- evitare ulteriori, costose, laboriose e spesso stressanti procedure diagnostiche;

- offrire consulenza genetica a paziente e genitori rispetto al rischio di ricorrenza
della patologia;

- definire la prognosi e il possibile rischio evolutivo;

- lavorare nell’ottica della “medicina di precisione”, utilizzando target therapies ed
evitando 1’utilizzo di principi attivi che possano potenzialmente peggiorare il quadro
clinico;

- definire nuove associazioni tra genotipo e fenotipo.

Risultati negativi non implicano che ’epilessia del paziente non abbia un’eziologia
genetica, né che il paziente non abbia la variante genetica specifica sospettata sulla base

del fenotipo (75).
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Ruolo dei canali ionici in epilessia e neurosviluppo

Tutti 1 canali ionici voltaggio-dipendenti hanno origini evolutive comuni € sono
altamente conservati nelle varie specie (79,80). I canali del sodio (SCN) sono i piu
filogeneticamente recenti tra i canali ionici voltaggio-dipendenti, e sono strettamente
imparentati con i canali del calcio, che a loro volta hanno avuto origine dalla duplicazione
genica dei canali del potassio.

I membri della famiglia dei canali del sodio voltaggio-dipendenti si sono poi
differenziati in nove paraloghi, ciascuno dei quali codifica un canale. Tuttavia,
l'organizzazione strutturale di base € rimasta in gran parte conservata in tutti i nove canali,
che condividono fino all'85% della somiglianza di sequenza aminoacidica tra loro. I
canali del sodio sono tra il 2% delle proteine piu conservate nel genoma umano, con un

tasso di variazione codificante estremamente basso (4,81,82).

Tutti 1 canali sono tetrameri di subunita identiche a dominio singolo, unite a formare un
poro centrale a conduzione ionica (79,80).

I canali del sodio sono grandi proteine di membrana che comprendono subunita a e .
Le cinque subunita f dei SCN sono codificate da quattro geni (SCNIB-SCN4B). Le
isoforme della subunita a sono codificate da nove geni (SCNI/A-SCNI11A4) (83,84) (Fig.

7).
p2 o B1
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Figura 7: Rappresentazione schematica delle subunita alfa e beta del canale del sodio. Domini omologhi
(D1-D4); segmenti transmembrana 1, 2 e 3 (indicati in verde); i segmenti 4 (in giallo) sono i sensori di
tensione e i segmenti 5 e 6 (in rosa) costituiscono le regioni di rivestimento dei pori; +HsN rappresenta
I'N-terminale e CO,- il C-terminale. Da: Brunklaus A, Lal D. Sodium channel epilepsies and
neurodevelopmental disorders: from disease mechanisms to clinical application. Dev Med Child Neurol.
2020 Jul;62(7):784-792.
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Le subunita a sono grandi proteine di circa 2000 residui aminoacidici che si ripiegano
in quattro domini omologhi (D1-D4). Questi domini, simili tra loro, contengono sei
segmenti transmembrana a a-elica (S1-S6). I segmenti da S1 a S4 costituiscono il dominio
voltage-sensing e il segmento S4 ospita il sensore di voltaggio, che presenta residui
aminoacidici caricati positivamente in ogni terza posizione. I residui con carica positiva
funzionano come sensori di canale e avviano l'attivazione del canale stesso una volta che
la membrana cellulare ¢ stata depolarizzata. Il poro ¢ costituito da uno stretto anello tra i
segmenti S5-S6 e dal poro interno formato da quattro segmenti S6; esso funziona da filtro
selettivo per il sodio. Gli ioni sodio fluiscono attraverso il poro durante l'apertura del
canale determinata dal gradiente di sodio esistente tra i lati della membrana, che viene
perennemente ripristinato dalla sodio-potassio-ATPasi.

Le eliche transmembrana sono collegate da piccole anse extracellulari e intracellulari,
mentre i quattro domini omologhi sono collegati da ampie anse intracellulari (85).
L'anello che collega i domini D3 e D4 ¢ altamente conservato ed ¢ essenziale
nell'inattivazione del canale, formando il cancello di inattivazione (79).

Ogni subunita a ¢ legata a una o piu subunita 3 ausiliarie (B1-4). Le subunita 3 svolgono
un ruolo importante nella cinetica e nell’attivazione voltaggio-dipendente del gating del

canale (79).

Nell'uomo, I'espressione dei SCN segue un modello dipendente dal tessuto e ciascun
canale del sodio possiede proprieta cinetiche specifiche che sono sia native del tessuto sia
correlate alla sua funzione. L’espressione dei canali nelle diverse cellule neuronali ¢
dipendente sia dal tipo di cellule che dallo stadio evolutivo. SCN/A4 (Navyl.1), SCN24
(Nav1.2), SCN34 (Nayl.3) e SCN84 (Nayl.6) sono altamente espressi nel cervello
umano (86). SCN24, SCN3A4 e SCN8A sono espressi soprattutto nei neuroni eccitatori.
Negli interneuroni inibitori invece, SCN/A ha un'alta espressione, mentre SCN8A ¢
espresso in misura minore (87,88). Durante lo sviluppo tipico, i canali SCN24 vengono
altamente espressi nelle prime fasi di vita, successivamente vengono sostituiti da canali
SCN8A a livello del segmento iniziale dell'assone e dei nodi di Ranvier (89). Questo
potrebbe spiegare perché le forme piu lievi di epilessia SCN24 (crisi benigne familiari
neonatali/infantili) sono confinate ai primi mesi di vita fino a quando la loro disfunzione
non viene compensata dai canali SCN84 emergenti (85). Allo stesso modo, in un lavoro
su topi knockout per la proteina Scn8a ¢ stato dimostrato che Nay1.2 pud compensare i

neuroni privi di Nav1.6; la capacita di vicariare I'uno la funzione dell'altro illustra quanto

28



Introduzione

SCN24 e SCNS8A siano strettamente correlati (89). Poiché 'aploinsufficienza puo essere
vicariata, i portatori di varianti troncanti in SCN2/84 potrebbero presentare un fenotipo
piu lieve e ad insorgenza piu tardiva, rispetto all'aploinsufficienza in SCN/A4 che causa
epilessia grave. Tuttavia, i meccanismi di compensazione potrebbero non raggiungere il
completo ripristino della funzione neuronale e dare origine a disturbi del neurosviluppo

(85).

L'equilibrio dell'eccitabilita neuronale nel cervello ¢ mantenuto da due tipi principali di
cellule nervose: eccitatorie e inibitorie. Precedenti lavori funzionali avevano portato a
ipotizzare che nella neocorteccia e nell'ippocampo gli interneuroni inibitori esprimono in
gran parte Navl.l, mentre i neuroni eccitatori esprimono prevalentemente Navl.2 e
Navl.6, il che implica differenze nell'espressione dei canali del sodio in base ai tipi di
cellule neuronali (90,91). L'analisi del trascrittoma mediante sequenziamento dell'RNA a
singola cellula consente di misurare 1'espressione genica in centinaia o migliaia di singole
cellule contemporaneamente. Questo approccio € stato utilizzato per valutare i profili di
espressione degli SCN nei neuroni eccitatori e inibitori in regioni cerebrali umane e di
topo e ha mostrato un cambiamento eta-dipendente nei rapporti di espressione tra neuroni
eccitatori e inibitori (88). L'analisi dei trascrittomi di singole cellule in piu regioni
cerebrali ha rivelato profili di espressione differenziali degli SCN nei neuroni eccitatori e
inibitori. Tutti e quattro 1 geni SCN sono espressi sia nei neuroni inibitori che in quelli
eccitatori; tuttavia, presentano una forza di espressione diversa, evidenziando che ¢
l'equilibrio dei profili di espressione a contare. SCNIA ha un'espressione
proporzionalmente maggiore nei neuroni inibitori rispetto ai neuroni eccitatori. Pertanto,
le varianti con perdita di funzione (LOF) in SCNIA4 disturbano gli interneuroni inibitori
che esprimono Navl.1, determinando un equilibrio alterato verso l'aumento dell'attivita
neuronale eccitatoria. Cio ¢ in linea con un precedente lavoro sui topi che dimostra che
I'aploinsufficienza di Scnla nei neuroni inibitori porta a una grave epilessia, mentre
l'aploinsufficienza di Scn/a nei neuroni eccitatori migliora la morte improvvisa associata
alle crisi in un modello murino della sindrome di Dravet (92). Le varianti associate a
guadagno di funzione (GOF) sono osservate piu frequentemente in geni come SCN2/3/84,
la cui espressione ¢ arricchita nei neuroni eccitatori, a conferma del loro ruolo principale
nei circuiti eccitatori. Pertanto, si prevede che le varianti GOF in SCN2/3/84 abbiano un
effetto maggiore sui neuroni eccitatori, spostando il rapporto tra eccitazione e inibizione

verso l'ipereccitazione.
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La frequenza con cui un particolare gene ¢ mutato ¢ indicativa di quanto mutazioni del
gene stesso siano tollerate. Quanto minore ¢ il numero di varianti nella popolazione
generale, tanto piu € probabile che il gene sia sottoposto a selezione evolutiva e, quindi,
associato a malattie quando muta. Utilizzando questo approccio, ¢ stato dimostrato che
SCN1/2/3 ¢ SCNSA sono altamente intolleranti alle mutazioni, dimostrando che, se le
varianti si verificano sono probabilmente causa di malattia (85). Al contrario, le varianti
in SCN4/9/10/11A4 si verificano a tassi molto piu elevati, che si avvicinano ai tassi di
varianti osservati nella popolazione generale. Percio, ¢ improbabile che SCN9A4 causi una

grave malattia dominante rispetto alle varianti in SCN1/2/3/84 (93,94).

Varianti patogeniche in geni che codificano per canali ionici possono determinare
anomalie di struttura, distribuzione, espressione e funzione dei canali stessi € sono state
dimostrate essere collegate a malattie neurologiche (95). In particolare, esse sono tra le
pit comuni cause monogeniche di epilessia (96,97), probabilmente per il loro
fondamentale ruolo nella generazione del potenziale d’azione nell’encefalo umano.

I residui mutati patogeni sono generalmente situati nelle porzioni del canale altamente
conservate dal punto di vista evolutivo: i1 segmenti transmembrana, l'anello di
inattivazione intracellulare e i due terzi prossimali del dominio C-terminale (98,99).

Gli studi funzionali hanno dimostrato che diverse varianti possono presentare diverse
conseguenze funzionali sulla proteina prodotta. Le modifiche della struttura del canale a
livello di sequenza aminoacidica possono determinare alterazioni del folding della
proteina (influendo sulla struttra 3D della stessa) e alterazioni della polarita dei diversi
domini. La conseguenza funzionale ¢ che il canale potra presentare un aumento della
propria funzione (meccanismo di gain-of-function, GOF) o, al contrario, una riduzione o
perdita della funzione (meccanismo di loss-of-function, LOF).

Prevedere l'impatto di una variante sulla cinetica del canale senza una precedente
caratterizzazione funzionale ¢ difficile. Le varianti che si verificano all'interno dello
stesso gene mostrano una notevole variabilita fenotipica a seconda della loro posizione e
del loro effetto sulle proprieta biofisiche; viceversa, le varianti che si verificano in geni
SCN diversi possono dare luogo a fenotipi simili. Tale complessita genetica e clinica
ostacola la definizione di nette correlazioni genotipo-fenotipo (85).

Confrontando la distribuzione delle varianti missenso associate a malattia in tutti i nove
sottotipi di SCN, Brunklaus et al. (85) hanno osservato somiglianze nelle alterazioni delle

proprieta biofisiche dei canali indotte da varianti missenso in posizione analoga nei
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diversi paraloghi. Gli autori hanno osservato che le manifestazioni cliniche delle varianti
sono dipendenti dall’effetto biofisico sulla proteina, ma anche dal tipo di neurone e dalla
distribuzione della rete neuronale.

In particolare, le varianti che si verificano nel pore-loop S5-6 causano prevalentemente
perdita di funzione del canale (100,101), determinando epilessia se il gene coinvolto ¢
SCNIA (che ¢ prevalentemente espresso in interneuroni inibitori (64)), mentre le
corrispondenti varianti LOF in SCN24 e SCN5A provocano rispettivamente disturbo dello
spettro autistico e la sindrome di Brugada, a causa dell'elevata espressione di questi geni
nei neuroni eccitatori SCN2A4 espressi a livello cerebrale e nei canali SCN5A4 espressi a
livello cardiaco (102).

I siti implicati nel gating di inattivazione ospitano invece prevalentemente varianti con
guadagno di funzione. Il corto linker DIII-IV ¢ responsabile dell'inattivazione rapida;
percid, un'interferenza all'interno di questa regione data da una mutazione porta ad
un'alterata inattivazione e a un'ipereccitabilita del canale (100). In questa porzione
proteica le varianti GOF in SCNIA causano I’emicrania emiplegica familiare di tipo 3
(FHM3), mentre le analoghe varianti GOF in SCN2/84 causano epilessia. Analogamente,
le varianti GOF nei siti di inattivazione che si verificano in SCN4A4 causano miotonia a
causa dell'ipereccitabilita del sarcolemma (103), mentre le varianti corrispondenti in

SCNY/10/114 causano neuropatia periferica poiché espressi nei neuroni periferici (104).

SCNIA

Il gene SCN1A4 codifica per il canale Nay1.1.

Le epilessie correlate a varianti patogeniche in SCN/A comprendono uno spettro che
spazia dall’epilessia generalizzata con crisi febbrili (GEFS+) alla sindrome di Dravet
(DS). Varianti patogeniche sia ereditate che de novo in questo gene sono tra le cause piu
comuni di epilessia con un’incidenza della DS stimata tra 1:19.000 e 1:22.000 (86,105).
SCNIA ¢ inoltre uno dei tre geni implicati nell'emicrania emiplegica familiare, un raro
disturbo autosomico dominante caratterizzato da emicrania con aura accompagnata da
emiplegia transitoria (106).

Uno studio WES su larga scala su individui con disturbo dello spettro autistico ha inoltre
identificato SCNIA come gene di rischio per 'ASD (107).

I principale meccanismo molecolare alla base di DS ¢ I'aploinsufficienza di SCNIA4
(108). La maggior parte delle mutazioni ¢ localizzata nelle sequenze codificanti e piu

della meta risulta in un troncamento precoce della proteina attraverso meccanismi di
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frameshift, nonsense o splice site (109). Nelle GEFS+ SCNIA4-relate, la maggior parte
delle mutazioni sono missenso, con effetti sulla funzione del canale che vanno dalla
perdita parziale di funzione al guadagno di funzione (109). L'analisi funzionale di dieci
mutazioni di SCNIA associate all'emicrania emiplegica familiare ha dimostrato effetti

GOF (106,110).

SCN2A

Il gene SCN24 ¢ responsabile della codifica del canale del sodio Nay1.2. Esistono due
isoforme di SCN2A4: una ¢ espressa nell'infanzia, 1'altra nell'eta adulta. L'isoforma adulta
ha una soglia di eccitazione piu bassa rispetto a quella neonatale, risultando quindi piu
eccitabile (111).

Varianti patogeniche in questo gene sono state riportate in numerose epilessie di diversa
gravita. Nelle SeLFNIE si osserva una risoluzione delle crisi dipendente dall'eta, che ¢
correlata alla riorganizzazione fisiologica del segmento iniziale dell'assone durante lo
sviluppo, in cui si verifica un passaggio dall’espressione dell’isoforma neonatale
all’isoforma adulta e I’aumento di espressione dei canali Nay1.6 (111). SCN24 ¢ stato
descritto causativo di encefalopatie epilettiche ad esordio precoce (112) ed ¢ la seconda
causa per prevalenza di encefalopatia epilettica precoce con crisi migranti, dopo KCNT1
(113).

SCN24 ¢ stato uno dei primi geni legati a ASD scoperti (114) e mutazioni frameshift
sono state riscontrate in bambini con disabilita intellettiva senza storia di crisi epilettiche
(115). St stima che varianti in SCN24 siano responsabili di 7,5 casi di ASD/ID ogni
100.000 nascite (116).

Studi funzionali hanno dimostrato che il canale puo presentare sia varianti con effetto
GOF che LOF. L'insorgenza precoce delle crisi, prima dei 3 mesi di eta, ¢ associata a
mutazioni GOF, che determinano un aumento delle correnti persistenti ¢ di picco e
un'inattivazione ritardata del canale (117). Un'altra condizione causata da mutazioni gain-
of-function di SCN24 ¢ 'atassia episodica (118). Gli episodi di atassia iniziano dopo i 10
mesi di etd, durano da minuti a ore e si verificano su base settimanale o mensile. La
maggior parte dei soggetti colpiti presenta anche crisi simili alla SeLFNIE entro i 3 mesi
di eta (118).

A differenza dei casi a esordio precoce, la DEE con insorgenza di crisi dopo i 3 mesi di
eta ¢ associata a una perdita parziale o completa di funzione, comprese mutazioni

missense, frameshift, nonsense e splice-site (117,119). Varianti LOF troncanti o missense
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sono state associate inoltre a ASD e ID (85,117,119,120), probabilmente perché una
ridotta eccitabilita dei neuroni eccitatori corticali e ippocampali durante lo sviluppo
sarebbe l'evento precoce che innesca una persistente alterazione successiva dell'attivita
neuronale (121,122). SCN2A ¢ inoltre presente negli assoni non mielinizzati che
innervano interneuroni inibitori nel cervello adulto, percid, € possibile che anche in fasi
successive dello sviluppo un ridotto funzionamento degli interneuroni GABAergici
dovuto alla disfunzione LOF di Nayl.2, abbia un ruolo nella patogenesi o nel
mantenimento dell’alterato funzionamento cerebrale nei disordini del neurosviluppo

(120,123).

SCN3A

Il gene SCN34 codifica per il canale Nay1.3, espresso prevalentemente nel SNC durante
lo sviluppo embrionale e neonatale in modo simile sia nei principali interneuroni
eccitatori che in quelli inibitori. Successivamente, durante l'infanzia, viene gradualmente
sostituito da una maggiore espressione dell'isoforma Nay1.1 (124-126).

In passato Nay1.3 era stato descritto come causativo di manifestazioni cliniche legate al
dolore neuropatico (104,127,128), ma studi recenti ne hanno dimostrato un legame anche
con epilessie focali criptogenetiche (129,130) e encefalopatie epilettiche infantili a
esordio precoce, con una percentuale significativa di pazienti che mostrava una
polimicrogiria diffusa, suggerendo un ruolo di SCN3A4 nella migrazione neuronale

precoce e nello sviluppo corticale cerebrale (123,126).

SCNI9A

Il gene SCN9A4 codifica per il canale Nayl.7, espresso nel tronco cerebrale, nella
corteccia cerebrale e nel midollo spinale, ma la sua espressione principale ¢ nel SNP
(131,132). Di conseguenza, le varianti patogenetiche in questo canale sono generalmente
correlate a disturbi legati alla sensibilita dolorifica (133); tuttavia, ¢ stato descritto il suo

ruolo anche nelle epilessie e nei disturbi dello spettro autistico (OMIM #603415).

SCNIB
Anche le mutazioni nelle subunita  dei geni dei canali del sodio di tipo 1 sono state
confermate come causa di epilessia. Wallace et al (134) sono stati i primi a segnalare una

mutazione missense patogena, p.(C121W) nel gene SCNIB ereditato con un modello
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autosomico dominante in un paziente australiano con GEFS+. Da allora sono state
identificate molte mutazioni in questo gene causa di encefalopatia epilettica, DS ed
epilessia del lobo temporale (92,134,135). Tutte queste mutazioni sono state riscontrate
nella porzione extracellulare della proteina (135).

La maggior parte degli studi funzionali su SCN/B ha rivelato mutazioni con perdita di

funzione, in particolare interferendo con la capacita di aumentare il gating dei SCN (134).
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SCN8A

Il gene SCNSA ¢ localizzato a livello del cromosoma 12q13.13 e codifica per la subunita
a del canale del sodio voltaggio-dipendente Nay1.6. Tale canale ¢ ampiamente espresso
nell’encefalo, sia a livello corticale nell’ippocampo, che sottocorticale, soprattutto a
livello del cervelletto. E composto da quattro subunita omologhe (DI-DIV), ognuna delle
quali ¢ costituita da sei domini transmembrana (S1-S6) altamente conservati dal punto di
vista filogenetico, da un dominio citoplasmatico N-terminale ¢ da un dominio C-terminale
(136). I segmenti trasmembran da 1 a 4 costituiscono il sensore di voltaggio del canale, i
segmenti 5 e 6 formano il poro del canale (137) i domini 3 e 4 sono collegati da un loop
corto, che ha la funzione di inattivatore del canale. L’attivita del canale ¢ fondamentale
per I’inizio e la propagazione del potenziale d’azione neuronale; infatti, esso ¢ espresso
nel segmento prossimale dell’assone e a livello dei nodi di Ranvier (138,139).

Il Nav1.6 ¢ espresso fin dalla fase prenatale, durante lo sviluppo fetale (140). Poco dopo
la nascita, l'espressione inizia ad aumentare, raggiungendo i livelli massimi durante 1
primi anni di vita.

La presenza di varianti patogenetiche determina alterazioni della funzione del canale,
con conseguente insorgenza di uno spettro estremamente variabile di manifestazioni
cliniche. Studi funzionali di varianti patogenetiche selezionate hanno dimostrato che
I’effetto patogenetico ¢ dato sia da meccanismi di guadagno di funzione, che da perdita
di funzione. Le varianti GOF determinano un’iperattivita delle correnti di sodio che
attraversano la membrana citoplasmatica di neuoroni eccitatori attraverso un meccanismo
di alterata inattivazione del canale o di uno shifting nell’attivazione voltaggio-dipendente
(136). In maneira opposta, varianti LOF causano una ridotta o assente attivita del canale
(141). Varianti localizzate nel gate di inattivazione sono tipicamente associate ad un
effetto GOF, mentre le varianti LOF sono state descritte soprattuto nelle regioni S5-6
(85,142). Le varianti LOF includono quelle che portano a uno stop-gain precoce, a un
frameshift o a un'interruzione del sito di splice con conseguente riduzione o abolizione
della funzione di Nay1.6 (141).

L'ipereccitabilita delle varianti GOF ¢ il meccanismo patogenetico piu comune per le crisi
epilettiche; varianti LOF sono piu spesso associate a deficit cognitivi, disturbi del

movimento e autismo con o senza crisi epilettiche (141,143,144).
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Varianti patogenetiche in SCN8A sono state inizialmente descrittre in un paziente con
disabilita intellettiva, atassia e atrofia cerebellare (145). Successivamente, nel 2012, ¢
stato descritto il caso di una bambina con DEE, atassia e autismo, che € deceduta all’eta
di 15 anni per morte improvvisa inaspettate in epilessia (Sudden Unexpected Death in
Epilepsy — SUDEP) (146). Da allora numerosi paper hanno riportato casi di pazienti con
DEE (147-151). In un paper di Johannesen et al. (152) sono stati descritti cinque
principali fenotipi clinici nei disturbi correlati a varianti patogenetiche in SCN8A4:
encefalopatie epilettiche e dello sviluppo (DEE), epilessia intermedia (IE), epilessia
infantile familiare benigna (BFIE), epilessia generalizzata (GE) e disturbi del

neurosviluppo senza epilessia (NDDwoE).

Encefalopatie epilettiche e di sviluppo

Le DEE SCNS&A-relate rappresentano 1’1% di tutte le DEE (153) e 3% delle DEE ad
esordio precoce (154).

I pazienti con DEE tipicamente presentano epilessia farmacoresistente ad esordio
precoce (eta mediana di esordio 3-4 mesi) (152,153) e presentano crisi toniche, tonico-
vibratorie e tonico-cloniche, status epilettico non convulsivo (NCSE) o spasmi epilettici.
Le crisi possono essere prolungate e presentare caratteristiche autonomiche, con flushing,
tachicardia e/o bradicardia (149). L'epilessia ¢ tipicamente farmacoresistente, tuttavia si
puod notare una lieve risposta ai bloccanti dei canali del sodio (SCB) a dosi
sovraterapeutiche (149,155).

Il quadro clinico ¢ inoltre caratterizzato da disabilita intellettiva da moderata a grave
(147,148,151,156), ipotonia, disturbi del movimento, segni piramidali/extrapiramidali
progressivi, cecita corticale acquisita e sintomi gastrointestinali (147-150,157). Spesso
questi pazienti presentano un grave peggioramento dell'epilessia e dello stato neurologico
nella prima infanzia, con deterioramento cognitivo, mentre si pud raggiungere una

relativa stabilizzazione in eta scolare (153).

Epilessia intermedia

Un fenotipo intermedio € stato descritto in casi sporadici e familiari che presentano
disabilita intellettiva da lieve a moderata (talvolta con cognizione normale), ritardo nel
linguaggio, disturbi comportamentali, deficit neurologici lievi o assenti (in particolare
tremore, mioclono, ipotonia, disturbi del movimento, atassia, disturbi del cammino e

disturbi del sonno). L'epilessia ¢ caratterizzata da crisi ad insorgenza variabile (eta
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mediana di insorgenza 14 mesi) e da possibili periodi liberi da crisi se trattata con SCB
in monoterapia o in combinazione con altri farmaci anticrisi (139,152,153). La semiologia
delle crisi comprende crisi tonico-cloniche bilaterali, assenze atipiche, crisi con
componente tonica, atonica o mioclonica, spasmi epilettici ed episodi isolati di NCSE

(153).

Epilessia infantile familiare

I pazienti con epilessia infantile familiare (BFIE) presentano crisi autolimitanti nel
primo anno di vita (etd mediana di insorgenza delle crisi 6 mesi) (152), con crisi tonico-
cloniche focali o generalizzate, che si verificano a grappolo o isolate (142). L’esame
neurologico e lo sviluppo cognitivo sono normali (142,158,159). Possono anche
manifestarsi episodi discinetici/distonici parossistici nella puberta, descritti come
scatenati dallo stiramento, dall’inizio del movimento o da stimoli emotivi, che rispondono

a basse dosi di carbamazepina (153).

Epilessie generalizzate

I soggetti con epilessia generalizzata (GE) presentano un esordio piu tardivo delle crisi
(eta media 42 mesi) e i tipi di crisi descritti sono assenza, crisi tonico-cloniche
generalizzate e crisi febbrili. Il controllo delle crisi ¢ descritto con 'uso di SCB e non-
SCB. Il livello cognitivo puo variare da normale a grave disabilita intellettiva, e possono
essere presenti disturbi comportamentali, in particolare autismo, aggressivita e ansia.

L'esame neurologico puo mostrare atassia (152).

Disturbi del neurosviluppo senza epilessia

[ disturbi del neurosviluppo senza epilessia (NDDwoE) sono un fenotipo clinico con ID,
in combinazione variabile con il disturbo dello spettro autistico, il disturbo da deficit di
attenzione/iperattivita e 1 disturbi del movimento/mioclono (98,141,143,145,153,160).
Sono stati riportati altri segni neurologici, tra cui atassia, ipotonia e ritardo del linguaggio

(153).
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Scopo dello studio

Nonostante I'importante aumento di conoscenze rispetto alle varianti patogeniche in
SCNS8A, le caratteristiche cliniche ed encefalografiche dei pazienti con varianti LOF
rimangono in parte sconosciute. Nuovi case-report su questi pazienti hanno mostrato
un'ampia variabilita fenotipica che pud comprendere epilessia, disturbi del neurosviluppo

e disturbi del movimento insieme ad altre comorbidita.

In questo studio, per la prima volta, raccogliamo un'ampia popolazione di pazienti
SCNS8A-LOF, di cui sono stati raccolti dati clinici ed EEG per effettuare una dettagliata

caratterizzazione clinica ed elettrofisiologica.
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Selezione della coorte e delle varianti per lo studio funzionale

La coorte analizzata comprende pazienti con varianti patogenetiche in SCN84 raccolti
attraverso una collaborazione multicentrica internazionale. E stata effettuata una ricerca
sistematica su PubMed fino al 31 marzo 2022, utilizzando il termine "SCN8A" e
includendo gli articoli disponibili in inglese che descrivevano casi originali con varianti
patogeniche o probabilmente patogeniche. I pazienti pubblicati piu di una volta sono stati
raggruppati attraverso un follow-up clinico con l'autore corrispondente o il medico di
riferimento. Per tutti i casi, precedentemente pubblicati e no, ¢ stata effettuata una raccolta
dati contattando il clinico di riferimento dei pazienti.

Le varianti osservate nella popolazione generale e trovate in gnomAD sono state

eliminate dalle analisi.

I pazienti inclusi nello studio sono stati selezionati utilizzando una flow-chart ad hoc
(Fig. 8). Partendo dall'intera coorte di 692 pazienti, sono stati esclusi gli individui con
varianti precedentemente confermate avere una funzione GOF attraverso studi funzionali.
I pazienti con varianti ad effetto LOF confermate in precedenti studi funzionali o con
varianti troncanti (PTV) sono stati testati per verificare la disponibilita di dati e, se questi
erano disponibili, sono stati inclusi per l'analisi clinica. Sono stati esclusi 1 pazienti con

eterozigosi per due varianti LOF.
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Figura 8: Flow-chart per la selezione dei pazienti inseriti all’interno dello studio
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Le varianti con funzione sconosciuta sono state esaminate con tre strumenti di predizione:

I. lo strumento di predizione in-silico "funNCion" (http://funNCion.broadinstitute.org),
che predice l'effetto funzionale di una variante deducendo la funzione del canale da un
set di dati di fenotipi di malattie cliniche applicate ad un modello di machine learning

(82).

II. lo strumento di predizione in-silico “Sodium Channel function variant predictiON”
(SCION)  (https://cbosselmann.shinyapps.io/SCION/). Questo strumento ¢ stato
sviluppato con un algoritmo che integra le informazioni cliniche utilizzando i codici HPO
(Human Phenotype Ontology), un vocabolario standardizzato di caratteristiche
fenotipiche. Le informazioni cliniche fornite come HPO sono state utilizzate per generare

un algoritmo con tecnica di machine learning (161).

III. uno strumento creato ad hoc nel corso di questo studio, che ha adattato la
classificazione di patogenicita delle varianti dell' American College of Molecular Genetics
and Genomics (ACMG) per stimare 1'effetto funzionale molecolare delle nuove varianti
in SCN8A. Data 'assenza di linee guida esistenti, ¢ stato sviluppato un metodo basato su
cinque criteri di evidenza per classificare le varianti con un probabile effetto LOF in
SCN8A4: [1] ¢ stato precedentemente dimostrato che gli effetti funzionali sono spesso
conservati tra 1 canali ionici del sodio, consentendo ai dati provenienti da canali diversi
di fornire prove della funzione di varianti non testate (85). Pertanto, per identificare le
varianti con una probabile LOF in SCN8A, sono state annotate le varianti funzionalmente
testate in altri geni SCN e identificate le varianti paraloghe in SCN8A situate nelle
posizioni proteiche conservate con la variante di interesse. In dettaglio, sono stati
aggregati 1 dati di 377 varianti testate funzionalmente nei nove geni geni SCN (85). Per
ogni variante nel gruppo di pazienti sono state contate le varianti nella stessa posizione
proteica in tutti 1 geni SCN che erano associate a un effetto di perdita o guadagno di
funzione. Per determinare se le varianti nella stessa posizione causano probabilmente una
GOF o una LOF, ¢ stato calcolato il rapporto tra le varianti LOF e GOF identificate. Una
maggiore abbondanza di varianti associate a LOF indica un probabile effetto LOF della
nuova variante. [2] Successivamente, ¢ stato identificato il cluster di varianti con
sequenze molecolari simili sulla struttura della proteina Nav1.6. Le varianti associate a
LOF o GOF sono state mappate sulla struttura della proteina Navl.6. Ma, a causa

dell'assenza di una struttura Nav1.6, ¢ stata utilizzata la struttura conservata della proteina
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Navl.2 come modello adatto. Sono state contate le varianti associate a GOF o LOF entro
un raggio di 5A intorno alla variante di interesse, offrendo una visione dell'impatto
funzionale delle varianti in un contesto 3D locale (162). E stato quindi calcolato il
rapporto tra varianti LOF e GOF come descritto nel primo criterio. [3] Le varianti
funzionalmente testate di tutti i geni SCN (escluso SCN8A) sono state aggregate e
mappate sulla sequenza di Nav1.6 e sono stati identificati ulteriori cluster di varianti con
letture molecolari simili a quelle del secondo criterio. [4] Successivamente, come gia fatto
in precedenza (163), ¢ stata dedotta la funzione molecolare dalle varianti collegate ai
fenotipi clinici (Tabella supplementare 1) e identificate le varianti di SCN84 (non
precedentemente testate funzionalmente) situate nella stessa posizione di una variante
paraloga con una funzione molecolare dedotta dal fenotipo. Sono state raccolte le varianti
dei pazienti con varianti di altri canali del sodio con fenotipi associati a un effetto LOF o
GOF ed ¢ stato dedotto I'effetto molecolare di conseguenza. Come per il primo criterio, €
stato poi contato il numero di varianti con un effetto molecolare GOF ¢ LOF dedotto,
situate nella stessa posizione della variante SCN8A di funzione sconosciuta. [5] Infine, ¢
stato identificato un cluster di varianti molecolari dedotte (vedi criterio 4) sulla struttura
della proteina Navl.6. E stato contato il numero di varianti associate ai fenotipi
tipicamente causati da LOF e GOF, come annotato nel criterio 4, all'interno della struttura
3D locale descritta nel criterio 2 e si € ottenuto il rapporto tra le varianti associate a LOF
e GOF nella struttura 3D locale come descritto nel primo criterio. Dopo aver calcolato
per ciascuno dei cinque criteri il rapporto tra le varianti osservate associate a LOF e quelle
associate a effetti GOF, abbiamo classificato una variante come probabile LOF se almeno
due dei cinque criteri indicavano un arricchimento di varianti associate a LOF rispetto a

GOF e nessun criterio indicava un arricchimento di varianti GOF.

Utilizzado 1 tre prediction tools sopra descritti, sono state valutate tutte le varianti e sono
state escluse quelle varianti predette LOF da meno di due strumenti di predizione. |
pazienti portatori di varianti predette come LOF da almeno due strumenti di predizione
sono stati selezionati per la valutazione clinica: 1 fenotipi considerati coerenti con LOF
(come precedentemente descritto da Johannesen et al. (152)) sono stati testati per la
disponibilita dei dati e considerati per l'analisi clinica. Quelli con fenotipo incoerente
(DEE grave, eta di insorgenza < 24 mesi, risposta ai SCBs) sono stati considerati per lo
studio funzionale e, dopo essere stati testati per la disponibilita dei dati, sette varianti sono

state sottoposte allo studio funzionale.
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Raccolta dati

I dati clinici sono stati raccolti retrospettivamente con una tabella fenotipica dettagliata
fornita dai medici di riferimento. Le variabili cliniche registrate includevano: eta; sesso;
tipo, posizione ed ereditarieta della variante genica; eta di insorgenza delle crisi; tipo di
crisi; classificazione e durata dell'epilessia; caratteristiche EEG all'esordio e al follow-up;
risposta agli ASMs; sviluppo motorio e cognitivo; livello di autonomia personale;
presenza di altre caratteristiche neurologiche o psichiatriche.

L'epilessia e 1 tipi di crisi sono stati classificati secondo le linee guida della Lega
Internazionale contro I'Epilessia (12). La disabilita intellettiva ¢ stata classificata secondo
I’International Classification of Diseases — 10" edizione (ICD-10: F70.x - F73.x). La
risposta al trattamento ¢ stata riferita dai medici e classificata come liberta dalle crisi,
riduzione delle crisi, nessun cambiamento o peggioramento delle crisi. Carbamazepina
(CBZ), oxcarbazepina (OXC), lacosamide (LCM), lamotrigina (LTG), fenitoina (PHT) e
zonisamide (ZNS) sono stati considerati come SCB. Il livello di autonomia ¢ stato testato
attraverso un questionario compilato dai medici, che analizzava la mobilita, la
comunicazione, le attivita della vita quotidiana (ADL), ovvero la capacita di lavarsi,
vestirsi, alimentarsi, la continenza e 1'uso del bagno, e la situazione abitativa. I pazienti
sono stati raggruppati in base all'eta: prescolare (0-6 anni), scolare (7-10 anni),
adolescenziale (11-18 anni) e adulta (>18 anni).

Le variabili utilizzate nello studio sono state espresse come media + deviazione standard
nel caso delle variabili continue e come frequenze e percentuali nel caso di variabili

categoriche.

Studi funzionali

Mutagenesi

La subunita a del canale Nay1.6 umano (Origene) ¢ stata modificata per essere resistente
alla tetrodotossina (TTX) introducendo una mutazione puntiforme nota (c.1112A > G,
p.Y371C). Le mutazioni SCN8A correlate alla malattia sono state ingegnerizzate nel
costrutto Nav1.6 resistente alla TTX eseguendo una mutagenesi sito-diretta con la
polimerasi Pfu (Promega). Il cDNA wild-type (WT) e mutante sono stati completamente
sequenziati prima di utilizzare i cloni per gli esperimenti elettrofisiologici, per escludere

eventuali alterazioni di sequenza aggiuntive.
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Colture cellulari e trasfezioni

Le cellule ND7/23 (Sigma-Aldrich) sono state coltivate a 37°C, in ambiente umidificato
con il 5% di CO; e cresciute in terreno nutritivo ‘Dulbecco's modified Eagle’ (Invitrogen)
integrato con 10% di siero fetale di vitello (PAN-Biothech) e 200 mM 1% di L-glutamina
(Biochrom). Le trasfezioni di cDNA WT o mutanti di SCNS4 umano insieme alle
subunita Bl- e P2- umane dei canali Na" voltaggio-dipendenti (pCLH-hB1-EGFP e
pCLH-hB2-CD8) sono state eseguite seguendo il protocollo standard di Lipofectamina
2000 (Invitrogen), come precedentemente descritto per procedura (160). Le registrazioni
elettrofisiologiche sono state eseguite 48 ore dopo la trasfezione solo da cellule positive

sia alla fluorescenza verde che alle microsfere rivestite di anticorpo anti-CDS.

Studi elettrofisiologici

Le registrazioni con whole-cell voltage clamp sono state eseguite a temperatura
ambiente utilizzando un amplificatore Axopatch 200B, un digitalizzatore Digitata 1440
A e il software di acquisizione dati Clampex 10.2 (Axon Instruments). Le cellule sono
state visualizzate con un microscopio invertito (Axio-Vert.Al; Zeiss). Per bloccare le
correnti di Na* endogene, alla soluzione del bagno ¢ stata aggiunta TTX 500 nM. Le
pipette in vetro borosilicato avevano una resistenza finale della punta di 2,5-3,5 MQ
quando erano riempite con la soluzione di registrazione. Le correnti sono state filtrate a
5kHz e digitalizzate a 20kHz. Le correnti di dispersione e capacitive sono state
automaticamente sottratte utilizzando un protocollo di preimpulso (P/4). E stato anche
controllato che I'errore massimo di tensione dovuto alla resistenza in serie residua dopo
una compensazione fino al 90% fosse sempre <5 mV. La soluzione della pipetta
conteneva (in mM): 10 NaCl, 1 EGTA, 10 HEPES, 140 CsF (il pH ¢ stato regolato a 7,3
con CsOH, l'osmolarita ¢ stata regolata a 310 mOsm/kg con mannitolo). La soluzione del
bagno conteneva (in mM): 140 NaCl, 3 KCI, 1 MgCl2, 1 CaCl2, 10 HEPES, 20 TEACI
(cloruro di tetraetilammonio), 5 CsCl e 0,1 CdCI2 (il pH era regolato a 7,3 con CsOH,

'osmolarita era regolata a 320 mOsm/kg con mannitolo).

Registrazione e analisi dei dati

Per le registrazioni del voltage-clamp nelle cellule ND7/23 trasfettate ¢ stato utilizzato
il seguente protocollo. Le cellule sono state mantenute a -100 mV. Una serie di
depolarizzazioni a gradino di 100 ms da -80 a +65 mV con incrementi di 5 mV ¢ stata

applicata per misurare le correnti di Na" mediate dai canali Nay1.6 trasfettati WT o
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mutanti. La curva di densita di corrente ¢ stata ottenuta dividendo l'ampiezza della
corrente di picco di Na* a diversi potenziali di prova per la capacita cellulare. La curva di
attivazione (relazione conduttanza-tensione) ¢ stata derivata dalla relazione corrente-

tensione ottenuta secondo:

I
(V) =
g V—=Viev

dove g ¢ la conduttanza al potenziale di prova V, I il picco di corrente Na' registrato € Vyey
il potenziale di inversione Na" osservato. Alle curve di attivazione ¢ stata applicata una

funzione di Boltzmann standard:

_ Ymax
I = [V - i) k]

dove gmax € la conduttanza di picco normalizzata, V7, la tensione di attivazione

semimassimale ¢ k, il fattore di pendenza.

Le correnti di Na' persistenti sono state determinate alla fine degli impulsi di
depolarizzazione e normalizzate rispetto al picco di corrente iniziale. Per la costante di
tempo dell'inattivazione rapida, ¢ stata utilizzata una funzione esponenziale di secondo
ordine adattata all'andamento temporale dell'inattivazione rapida durante i primi 70 ms
dopo l'inizio della depolarizzazione, ottenendo due costanti di tempo. Il peso della
seconda costante di tempo piu lenta era relativamente piccolo. Per la presentazione dei

dati ¢ stata quindi utilizzata solo la costante di tempo veloce, denominata th.

L'inattivazione rapida allo stato stazionario ¢ stata studiata utilizzando una serie di
impulsi di condizionamento di 100 ms seguiti da un impulso di prova di S ms a -10 mV,
in corrispondenza del quale il picco di corrente rifletteva la percentuale di canali non
inattivati. Alle curve di inattivazione rapida ¢ stata applicata una funzione di Boltzmann
standard:

Imax

1+ exp[(V - Vl/z)/kv]

(V) =
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dove I ¢ l'ampiezza di corrente registrata al potenziale di condizionamento V, lnax
I'ampiezza di corrente massima, V. la tensione di inattivazione semimassimale e ky un
fattore di pendenza.

Il recupero dall'inattivazione rapida ¢ stato registrato utilizzando un impulso di
condizionamento depolarizzante a -20 mV, 100 ms, seguito da una ripolarizzazione a -80
0 -100 mV con intervalli di tempo crescenti e da un impulso finale di prova a -20 mV.
Una funzione esponenziale di primo ordine con un ritardo iniziale ¢ stata adattata al tempo

di recupero dall'inattivazione, ottenendo la costante di tempo Trec.

Tutti i dati sono stati analizzati utilizzando il software Clampfit di pClamp 10.6 (Axon
Instruments), Microsoft Excel (Microsoft Corporation), Graphpad prism (Graphpad
software) o Igor Pro (Wavemetrics). Per la valutazione statistica di due gruppi, ¢ stato
applicato il #-test non accoppiato per i dati normalmente distribuiti e il test di Mann-
Whitney per i dati non normalmente distribuiti. Per il confronto di piu gruppi, ¢ stata
utilizzata ' ANOVA a una via con il test post hoc di Dunnett per i dati normalmente
distribuiti e 'ANOVA a ranghi con il test post hoc di Dunn per i dati non normalmente
distribuiti. Tutti i dati sono indicati come media £ SEM. Per tutti i test statistici, la
significativita rispetto ai controlli ¢ indicata nelle figure con i seguenti simboli: *P<0,05,

**P<0,01, ***P<0,001.

46



Risultati

Utilizzando la flow-chart precedentemente descritta (Fig. §8), abbiamo selezionato e
raccolto 1 dati elettroclinici di 58 pazienti (18 non pubblicati e 40 precedentemente
pubblicati, in 18 dei quali abbiamo raccolto ulteriori dettagli clinici dai medici di
riferimento dei pazienti).

La coorte comprende 26 maschi e 31 femmine (sesso non disponibile in 1), in un'eta
compresa tra 18 mesi e 42 anni (media 13 anni, 1 mese = 9 anni, 3 mesi). | dati

elettroclinici e genetici dei soggetti sono riassunti nella Tabella Supplementare 2.

Caratteristiche cliniche

Il motivo della prima visita medica ¢ stato un ritardo nello sviluppo o problemi
comportamentali in 41/58 (70,7%) e crisi epilettiche in 14/58 (24,1%) soggetti. Due
soggetti della stessa famiglia hanno presentato mioclono non epilettico (3,4%) ¢ un
paziente con ID moderata ¢ stato testato dopo che la diagnosi ¢ stata fatta nel figlio.

All'ultimo follow-up, 32/58 (55,2%) soggetti soffrivano di epilessia, classificata come

GE in 19/32 (59,4%), come DEE in 10/32 (31,3%) e come epilessia mioclonica in 3/32
(9,4%). Ventisei su 58 (44,8%) non avevano una storia personale di epilessia.
L'eta mediana all'esordio dell'epilessia era di 3 anni e 7 mesi (range 1 mese — 14 anni).
Tre pazienti hanno presentato crisi febbrili prima della diagnosi di epilessia,
rispettivamente all'eta di 6, 12 e 18 mesi. I tipo di crisi all'esordio ¢ stato assenze in 17/32
(53,1%), crisi  tonico-cloniche generalizzate (GTC) in 11/32 (34,4%),
miocloniche/cloniche in 6/32 (18,8%) o toniche in 2/32 (6,3%). 1l tipo di crisi all'esordio
era sconosciuto in 2/35.

L'EEG all'esordio era disponibile per 22 pazienti ed era normale in 3/22 (13,6%),
mostrava un rallentamento dell’attivita fondo in 5/22 (22,7%), con scariche epilettiformi
(IED) generalizzate in 12/22 (54,5%) e/o IED focali in 9/22 (40,9%) (posteriori, centro-
temporali sinistre, centrali, frontali destre, temporali destre e anteriore, bi-temporali
indipendenti, bi-frontali e multifocali).

Nei follow-up, sono stati riportati 1-3 tipi diversi di crisi per ciascun paziente, che
consistevano in assenze (16/32; 50%), GTC (12/32; 37,5%), crisi miocloniche/cloniche
(12/32; 37,2%) e, piu raramente, crisi toniche (3/32; 9,4%), atoniche (2/32; 6,3%) o focali
non motorie (1/32; 3,2%). Tre pazienti su 32 (9,4%) hanno avuto uno stato epilettico (SE)
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convulsivo e una paziente uno SE mioclonico con coinvolgimento del muscolo
diaframmatico. Solo in 2/32 (6,3%) sono stati segnalati crisi in grappolo. In quattro
pazienti sono stati descritti fattori scatenanti delle crisi: concentrazione, cadute, febbre,
eccitazione e infezioni.

Tredici soggetti su 32 (40,6%) erano liberi da crisi all'ultimo follow-up, uno dei quali
senza ASM, gli altri trattati con etosuccimide (ETS) (2), levetiracetam (LEV) (2), acido
valproico (VPA) (4) o in combinazione con topiramato (TPM)-LTG (1), VPA-LTG (2),
VPA-ETS (1) o LEV-TPM (1). L'eta media alla scomparsa delle crisi era di 10 anni (range
3-25 anni) e la durata media dell'epilessia era di 9 anni.

I SCBs sono stati provati in 16 pazienti; un peggioramento della frequenza delle crisi ¢
stato descritto in 2/16 (12,5%) (con LTG o OXC). I SCB sono stati inefficaci in 2/16
(12,5%) pazienti e il controllo parziale delle crisi ¢ stato riportato in 8/16 (50%) (con
CBZ, LTG e ZNS). 1l controllo completo delle crisi mediante SCB ¢ stato riportato in
2/16 (12,5%) pazienti, con LTG in combinazione con VPA o TPM. Un paziente ha
risposto in modo variabile agli SCB, con LCM e OXC inefficaci, mentre LTG, PHT e
ZNS hanno avuto un effetto parziale. Un paziente ¢ stato trattato con LTG per anomalie
dell'EEG, senza aver mai avuto crisi, e si ¢ registrato un miglioramento del tracciato. Un
paziente ¢ stato trattato con OXC a causa dei suoi problemi comportamentali e si €
registrato un peggioramento dell'EEG. Un ulteriore paziente ¢ in trattamento con OXC

per I'ADHD, senza un chiaro miglioramento clinico.

Il livello cognitivo era nella norma in 9/58 (15,5%), mentre 12/58 (20,7%) avevano una
ID lieve, 20/58 (34,5%) una ID moderata e 9/58 (15,5%) una ID grave/profonda. Otto/58
sono stati classificati come disturbo generalizzato dello sviluppo, poiché erano troppo

piccoli per essere diagnosticati come affetti da ID (Fig. 9).

L'esame neurologico ha documentato ipotonia in 17/58 (29,3%), spasticita degli arti in
3/58 (5,2%), atassia in 16/58 (27,6%), goffaggine o scarsa coordinazione in 6/58 (10,3%)
e microcefalia in 2/58 (3,4%).

Trentanove su 58 (67,2%) hanno presentato problemi di linguaggio, da un lieve ritardo
(n=18) all'assenza di linguaggio (n=6). In 11/58 (19%) sono stati segnalati disturbi del
movimento, tra cui distonia (n=2), corea (n=3), mioclono (n=2), tremore (n=2) e

discinesia (n=3). Un paziente ha presentato paroxismal tonic upgaze.
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Problemi neuropsichiatrici sono stati segnalati in 29/58 (50%): 10/58 (17,2%) avevano
una diagnosi di disturbo dello spettro autistico, 22/58 (37,9%) avevano problemi
comportamentali.

In nessuno caso ¢ stata riportata una morte prematura.

La risonanza magnetica cerebrale era disponibile per 42 soggetti ed era normale in 28/42
(66,7%), mentre mostrava ipoplasia/atrofia cerebellare in 5/42 (11,9%), anomalie della
sostanza bianca periventricolare o sottocorticale in 4/42 (6,9%), mega cisterna magna

(n=3), atrofia cerebrale (n=2) e ipoplasia del corpo calloso (n=1).

Descrizione secondo i diversi fenotipi

I pazienti con epilessia generalizzata (n=19) avevano un'etd mediana al momento
dell'inclusione di 13 anni e 7 mesi (range 4-37 anni) e un'eta mediana all'esordio delle
crisi di 5 anni, 2 mesi (range 10 mesi-14 anni). [ tipi di crisi riportati erano assenze (63,2%
dei pazienti), GTC (21,1%), crisi miocloniche/cloniche (15,8%) e crisi atoniche (5,3%).
(Fig. 10). L'EEG al follow-up ha mostrato scariche epilettiformi interictali generalizzate
e crisi generalizzate (Fig. 11.4). Dieci soggetti su 19 (52,6%) erano liberi da crisi con
un'eta mediana alla scomparsa delle crisi (disponibile solo in otto soggetti) di 10 anni
(range 3-25 anni).

Il 36,8% dei soggetti presentava un livello cognitivo nella norma, mentre gli altri
presentavano una ID da lieve a moderata (42,1%) o un disturbo generalizzato dello

sviluppo (21,1%) (Fig. 9). Problemi comportamentali sono stati segnalati in 9/19 (47,4%).

I pazienti con DEE grave (n=10) avevano un'eta mediana all'inclusione di 9 anni e 9
mesi (range 3-33 anni) e un'etd mediana all'esordio delle crisi di 1 anno e 1 mese (range
1 mese-6 anni). Hanno mostrato 1-3 diversi tipi di crisi nel corso della malattia, tra cui
GTC (70% dei pazienti), crisi miocloniche/cloniche (60%), toniche (30%), assenze
(30%), atoniche (10%) e focali non motorie (10%) (Fig. 10). Due hanno presentato SE
convulsivo e uno SE convulsivo e non convulsivo. L'EEG al follow-up mostrava un
rallentamento diffuso dell'attivita di fondo e IED multifocali in quasi tutti 1 casi (Fig.
11.B). L'epilessia era farmacoresistente nella maggior parte dei soggetti (7/10), sia agli
SCB che ai non SCB. Otto soggetti su dieci presentavano crisi epilettiche con una
frequenza che varia da giornaliera a mensile. Un paziente ¢ libero da crisi dall'eta di 17

anni ed ¢ stato trattato con una combinazione di LEV e TPM. Un paziente ha un buon
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controllo delle crisi, anche se non completamente libero da crisi, con la CBZ. Uno dei
pazienti farmacoresostenti ha avuto un periodo libero da crisi con fenobarbital (PB).

In tutti 1 soggetti, tranne uno, ¢ stato notato un ritardo nello sviluppo prima dell'insorgenza
delle crisi. All'ultimo follow-up, tutti i soggetti presentavano una ID moderata (20%) o

grave (80%) (Fig. 9).

I pazienti con epilessia mioclonica (n=3) avevano un'etda mediana di 10 anni e 5 mesi
(range 5 anni, 10 mesi — 25 anni). L'eta mediana all'esordio dell'epilessia era di 14 mesi
(range 3 mesi — 14 anni). Tutti hanno presentato crisi miocloniche/cloniche registrate
durante le registrazioni EEG (Fig. 11.C), uno aveva anche assenze (atipiche) e uno GTCS.
Un paziente ¢ libero da crisi dall'eta di cinque anni con un'associazione di LTG e TPM,
mentre gli altri due presentano ancora crisi, uno dei quali ¢ stato trattato con LTG, mentre
l'altro non assume alcun farmaco per volonta dei genitori.

Due avevano una ID lieve e uno ID moderata (Fig. 9).

I soggetti senza epilessia (n=26) avevano un'eta mediana al momento dell'inclusione di
10 anni (range 1 anno, 6 mesi — 4anni). Uno di loro ha avuto un episodio di convulsione
febbrile all'eta di 18 mesi. Cinque soggetti sono stati sottoposti a EEG e in due di essi
sono state registrate scariche epilettiformi (Fig. 1/.D). Due pazienti imparentati
presentavano mioclono sottocorticale senza altre caratteristiche cliniche. Uno presentava
anche una lieve atassia e uno corea. Una disabilita intellettiva da lieve a moderata ¢ stata
riferita in 19 soggetti, che presentavano anche problemi di linguaggio (n=15), disturbi del
cammino (n=4), disturbi del movimento in due casi (uno con mioclono e distonia e uno
con movimenti coreiformi) e problemi neuropsichiatrici in 11, che comprendevano
ADHD, ASD, e comportamento aggressivo. Solo un paziente di questo gruppo era affetto

da ID grave, con disturbi del linguaggio e atassia.
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Abilita cognitive
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Fig 9: Abilita cognitive nel campione totale (primo grafico in alto) e nei diversi sottogruppi.
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Fig 10: Percentuali di pazienti con diversi tipi di crisi in base al fenotipo clinico
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Fig 11, panel A: EEG registrati in pazienti con epilessia generalizzata. Pattern intercrtico (sinistra) e

pattern critico (destra).
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Fig 11, panel B.1: EEG registrati in pazienti con DEE. Pattern EEG intercrtico (sinistra) e analisi di sorgente
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Fig 11, panel B.2: EEG registrati in pazienti con DEE.
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Fig 11, panel C: EEG registrati in paziente con epilessia mioclonica
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Fig 11, panel D: EEG registrato in paziente senza diagnosi di epilessia

Background genetico

Ventuno soggetti su 58 (36,2%) erano portatori di 14 diverse varianti missenso; una di
queste non riportata in precedenza in letteratura. Varianti troncanti sono state riportate in
10/58 (17,2%); varianti frameshift in 14/48 (24,1%), (frameshift da delezione (n=9),
frameshift da delezione-inserzione (n=1), frameshift da duplicazione (n=4)); delezioni
inframe in 4/58 (6,9%), delezione-inserzioni inframe in 1/58 (1,7%), delezioni esoniche
in 2/58 (3,4%), ed exon skipping in 6/58 (10,3%).

Varianti de novo sono state riportate in 25/58 (43,1%), varianti ereditate in 22/58 (37,9%).

Per 11 soggetti I’ereditarieta non era nota.

In nessuno dei gruppi € stato possibile identificare un’unica tipologia di variante tra tutti
1 soggetti.

Nel gruppo DEE 9/10 varianti erano troncanti e 7/10 presentavano una variante
localizzata in residui aminoacidici tra la posizione 1451 e 1481. Tre pazienti non

imparentati presentavano una variante splice-site causante lo skipping dell'esone 24. Tutti
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e tre hanno presentato epilessia farmacoresistente e un fenotipo clinico grave
caratterizzato da un ritardo nello sviluppo prima dell'insorgenza delle crisi, linguaggio
assente, scarso contatto visivo e ipotonia.

Alcune varianti sono state rilevate in piu pazienti. In particolare, la variante
p-Met412llefs ¢ stata rilevata in tre membri della stessa famiglia, tutti con ID moderata.
I padre non presentava altri sintomi, mentre un figlio presentava anche ASD e problemi
comportamentali e I'altro figlio GE.

La variante p.Gly1451Ser ¢ stata riscontrata in tre pazienti non imparentati, uno dei quali
con GE farmaco-responsiva, ritardo di sviluppo e ADHD. Gli altri due pazienti avevano
una DEE grave e farmacoresistente.

La variante p.Alal622Asp ¢ stata riportata in due pazienti non imparentati con

NDDwoE.

Studi funzionali

Seguendo il protocollo riportato nella sezione di Materiali e Metodi, ¢ stato eseguito lo
studio funzionale di sette varianti geniche del gene SCN8A4: Met367Val, Thr368lle,
Arg931GIn, Argl188GIn, Arg1305Thr, Alal323Ser e Aspl1683Asn.

Le varianti sono state divise in due gruppi maggiori: quelle associate ad un fenotipo
clinico con epilessia generalizzata (Thr368lle, Arg931Gln, Argl188Gln, Arg1305Thr) e
quelle associate ad un fenotipo con DEE (Met367Val, Alal323Ser e Asp1683Asn).

Lo studio funzionale nelle cellule ND7/23 transfettate con la variante Arg931GlIn non
ha mostrato alcuna corrente di sodio, suggerendo quindi un chiaro effetto di perdita di
funzione, lo stesso ¢ stato registrato per la variante Thr368Ile. Pertanto, 1 portatori di
queste varianti sono stati inseriti nella coorte di pazienti analizzti in questo studio. I dati
funzionali di queste varianti sono mostrati in Fig. /2 e in Tabella 3.

Le varianti Argl188Gln e Arg1305Thr hanno mostrato uno shift con iperpolarizzazione
della curva di attivazione e inattivazione rapida del canale, avendo quindi un effetto misto
sulla funzione del canale, sia GOF che LOF. Pertanto, i pazienti con queste varianti sono
stati esclusi dalla raccolta dati. I dati funzionali di queste varianti sono mostrati in Fig. 12
e in Tabella 3.

Le varianti Met367Val e Alal323Ser hanno mostrato uno shift depolarizzante nella

curva di inattivazione rapida, indicando un effetto di guadagno di funzione del canale.
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Anche questi pazienti non sono stati inclusi nella coorte di studio. I dati funzionali di

queste varianti sono mostrai in Fig. 13 e in Tabella 4.

La variante Asp1683 Asn non ha mostrato alcun cambiamento nelle proprieta fisiche del

canale.
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Fig 12: Proprieta elettrofisiologiche delle varianti associate a fenotipo con epilessia generalizzata
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Fig 13: Proprieta elettrofisiologiche delle varianti associate a fenotipo con DEE
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Steady- state activation Steady- state inactivation ThatOmV, Trec at-100 mV,  Persistent current, Current density, n
ms ms % of Ipeak pA/pF
V¥, mV k ViemV k
Wild-type -18.1+0.9 -5.3+0.2 -63.310.4 49+0.1 0.47+0.02 5.2+0.2 0.3+0.1 -319.3+32.8 25
R1305T -24.0+0.9 -5.9+0.3  -67.8+0.7 5.4+0.1 0.69+0.02 6.6+0.3 1.6+0.2 -275.5+28.1 18
R1188Q -22.2+14 -5.8+0.4 -73.2+0.5 5.1+0.1 0.52+0.02 6.8+0.2 0.3+0.2 -199.7+35.8 15
T368I - - - - - - -11.2+£2.5 13
R931Q - - - - - - -7.3+04 1
Tab 3: Proprieta elettrofisiologiche delle varianti associate a fenotipo con epilessia generalizzata
Steady- state activation Steady- state inactivation That0mV, Trec at -100 mV,  Persistent current, Current density, n
ms ms % of Ipeak pA/pF
Vi, mV k Vi, mV k
Wild-type -18.1:0.9 -5.3:0.2  -63.3:0.4 4.9:+0.1 0.47+0.02 52102 0.3+0.1 -319.3+32.8 25
D1683N -21.1+0.6 -4.9:01 -63.7+0.6 4.9:0.1 0.47+0.02 5.3+0.3 0.3+0.1 -355.9+40.6 17
M367V -18.9+1.0 -54:02  -56.4104 47+01 0.66+0.02 43+01 0.8+0.1 -273.4+256 17
A1323S -19.6+1.0 -5.5¢0.2 -56.6+0.5 46+0.1 0.54+0.02 43+02 19+02 -268.2+35.6 16

Tab 4: Proprieta elettrofisiologiche delle varianti associate a fenotipo con DEE
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In questo studio forniamo una descrizione clinica ed elettrofisiologica dettagliata dei
pazienti con varianti LOF nel gene SCN8A.

La presenza di una variante patogena in SCN84 puo determinare un ampio spettro di
fenotipi clinici (152). Lo studio delle caratteristiche elettrofisiche delle proteine mutate
ha aggiunto un'ulteriore sottoclassificazione con varianti che possono avere una funzione
GOF o LOF, aggiungendo ulteriori difficolta nel determinare un'esatta correlazione
genotipo-fenotipo e, di conseguenza, rendendo piu difficili le scelte terapeutiche.

In accordo con quanto precedentemente descritto (98,152), all'interno del gruppo di
studio abbiamo riscontrato la presenza di caratteristiche cliniche molto variabili ma che,
nel complesso, potevano essere assimilate in quattro grandi gruppi fenotipici, uno senza

epilessia e tre con la presenza di diverse sindromi epilettiche.

Il fenotipo clinico caratterizzato da disturbi del neurosviluppo e assenza di crisi
epilettiche ¢ stato precedentemente descritto (139,152) e confermato nel nostro campione,
in cui rappresenta il gruppo piu numeroso (44,8%). In questo gruppo, abbiamo raccolto i
dati EEG di cinque pazienti, tre dei quali avevano un EEG normale, mentre gli altri due
presentavano anomalie EEG. E interessante notare che i due pazienti con anomalie EEG
sono stati trattati con SCB, in un caso c'¢ stato un miglioramento dell'EEG con 1'uso di
LTG, nell'altro caso la somministrazione di OXC ha portato a un peggioramento
dell'EEG. La presenza di anomalie EEG in questi pazienti pone le basi per ipotizzare
l'esistenza di uno spettro clinico che va da pazienti senza epilessia a pazienti con EEG

anormale a pazienti con crisi cliniche manifeste.

I1 gruppo di soggetti con epilessia, considerato nel suo complesso, ha un'eta mediana
all'esordio delle crisi superiore rispetto a quella dei pazienti portatori di varianti GOF.
All'interno del gruppo, le caratteristiche epilettiche sono molto variabili. I tipi di crisi piu
frequentemente registrati sono assenze, crisi tonico-cloniche bilaterali e crisi
miocloniche, mentre le crisi toniche e atoniche sono state riportate solo in pochi casi.
Anche il grado di resistenza ai farmaci € variabile, e la liberta dalle crisi ¢ stata raggiunta
nel 40,6% dei pazienti; di questi, uno, che presentava un'epilessia generalizzata, non
assume pit ASMs. I farmaci piu efficaci sembrano essere VPA e LTG; l'efficacia della

lamotrigina nei pazienti con varianti con peridta di funzione non ¢ ancora del tutto
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spiegata e necessita di ulteriori studi per capire come i SCB possano avere un effetto

positivo sulle varianti LOF.

Studiando le caratteristiche elettrocliniche dei pazienti con epilessia, ¢ stato possibile
identificare tre fenotipi clinici, ovvero pazienti con epilessia generalizzata, pazienti con
DEE e pazienti con epilessia mioclonica.

I1 gruppo di pazienti con epilessia generalizzata rappresenta il secondo fenotipo clinico
piu frequente (32,8%). Rispetto agli altri tipi di epilessia LOF (DEE e mioclonica), i
pazienti con GE hanno un'eta di insorgenza dell'epilessia piu avanzata (62 mesi contro 14
mesi per gli altri due gruppi). Inoltre, sembra essere il gruppo con la percentuale piu alta
di liberta di crisi, poiché circa la meta di loro era in remissione all'ultimo follow-up. Uno
di loro non assumeva ASMs all'ultimo follow-up, mentre gli altri hanno raggiunto il
controllo delle crisi in monoterapia con VPA, ETS o LEV, uno solo in bi-terapia con VPA
e LTG. I pazienti senza controllo completo delle crisi hanno una bassa frequenza di crisi,
con crisi per lo pit mensili o annuali. Dal punto di vista del neurosviluppo, la loro
disabilitia intellettiva sembra essere meno grave rispetto agli altri: la meta di loro
presentava un funzionamento cognitivo normale, gli altri presentavano una disabilita

intellettiva lieve o moderata, ma in nessun caso la disabilita intellettiva era grave.

Casi di DEE tra i pazienti con varianti LOF sono descritti solo sporadicamente
(152,164). Nella nostra coorte abbiamo riscontrato un numero considerevole di pazienti
con DEE (17,2%), superiore a quanto riportato in precedenza. Tutti 1 pazienti sono affetti
da epilessia con un'eta mediana di insorgenza di 13,5 mesi. Nonostante questa eta sia piu
precoce rispetto a quella dei pazienti con GE, ¢ superiore all'eta mediana di insorgenza
dei pazienti con DEE determinate dalle varianti GOF, la cui eta mediana di insorgenza ¢
riportata essere di 3-4 mesi (152,160). Sebbene molti di questi pazienti sono
farmacoresistenti, due di loro sono liberi da crisi, uno dall'eta di 17 anni (trattato con LEV
e TPM) e uno trattato con VPA (eta al momento dell'offset non disponibile). La
percentuale di pazienti senza crisi nel nostro gruppo ¢ del 20%, superiore al 9% dei
pazienti con DEE-GOF riportato da Gardella et al. (149). Nella raccolta di casi di DDE-
GOF, Gardella ha riportato uno scarso controllo critico nell'81% dei casi, mentre nella
nostra coorte la frequenza critica sembra essere piu bassa, con crisi settimanali o mensili
in tutti 1 pazienti tranne uno, che ha crisi quotidiane. NCSE ¢ stato segnalato fino al 64%

dei soggetti con DDE-GOF (149), mentre nella nostra coorte solo un paziente (10%) ne
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ha sofferto. Pertanto, tenendo conto che la dimensione del campione dei due gruppi di
pazienti con DEE ¢ diversa, le caratteristiche dell'epilessia di questi pazienti sembrano
essere complessivamente piu lievi rispetto a quelle dei pazienti con DEE causata da
varianti GOF. Nonostante I'apparente miglior decorso epilettologico, questi pazienti
hanno presentato un quadro clinico grave, con una grave disabilita intellettiva nell'80%
dei casi, un grave ritardo posturale-motorio con difficolta di deambulazione e atassia.
L'esame neurologico ha evidenziato alterazioni del tono muscolare (spasticita in tre casi
e ipotonia in quattro) e disturbi del movimento in quattro soggetti. Nei pazienti DEE-LOF
nessuno ¢ deceduto, mentre nei casi DDE-GOF decessi sono stati riportati nel 18% (149).
La Tabella 5 pone a confronto le caratteristiche cliniche di pazienti con DEE causate da

varianti GOF e LOF rispettivamente.

DEE da varianti LOF

DEE da varianti GOF

Eta mediana di
insorgenza

14 mesi (range 1 mese — 6 anni)

4 mesi (range 0,5 — 36 mesi)

Tipi di crisi

TC bilaterali, miocloniche
multifocali

Focali motorie, focali non
motorie, TC bilaterali

Pz seizure-free

20%

9%

Frequenza critica

Giornaliera 14%
Settimanale — mensile 72%
Annuale 14%

Giornaliera 25%
Settimanale — mensile 70%
Annuale 5%

Disturbi del movimento 40%

NCSE 10% 64%
ASM piu efficaci LEV, TPM, VPA, ZNS, CLB PHT, CBZ, OXC
ASM che hanno
peggiorato il OXC (1) LEV (2)
quadro

Ipotonia 40% Ipotonia 64%
Esame neurologico | Spasticita 30% Spasticita 50%

Disturbi del movimento 55%

Abilita cognitive

ID severa 80%

ID severa 91%

Morte

Nessuna

18%

Tabella 5: Confronto delle caratteristiche cliniche dei pazienti con DEE dati da varianti LOF e GOF.

Quando ci si trova di fronte a un quadro clinico caratterizzato da un esordio precoce di
crisi in pazienti con varianti SCN8A, la scelta terapeutica pud essere un problema
importante. La conoscenza dell'impatto funzionale di una variante SCN puo informare la
gestione clinica e la scelta terapeutica. Come ¢ noto, e in parte intuitivo, i1 pazienti con
DEE-GOF rispondono ai SCB, soprattutto ad alte dosi (149,152,155). Tra i nostri pazienti
DDE-LOF, invece, LEV, TPM, VPA, CLB e ZNS sono stati descritti come piu efficaci.
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La scelta inavvertita di un trattamento errato senza conoscere la funzione puod essere
dannosa per i sintomi clinici (117); pertanto, il riconoscimento precoce del tipo funzione
del canale potrebbe avere implicazioni per la gestione clinica del paziente. La differenza
delle caratteristiche cliniche da noi riscontrate puo avere un valore prognostico una volta
che venga identificato il tipo di funzione del canale mutato, tuttavia, il riconoscimento
precoce della funzione a partire dalle sole caratteristiche cliniche all’esordio resta una
questione aperta. Infatti, presi come gruppo, 1 pazienti con DEE dati da varianti LOF
presentano un’eta media di esordio piu elevata, ma il range entro il quale possono
presentare esordio di malattia risulta essere ampiamente sovrapposto a quello presentato
da pazienti con varianti GOF. Percio, I’identificazione di elementi clinici che permettano

di porre da subito una diagnosi differenziale tra i due fenotipi necessita ulteriori studi.

Il terzo fenotipo clinico che abbiamo riscontrato, 1’epilessia mioclonica, non ¢ stato
descritto in precedenza. Questo rappresenta il gruppo piu piccolo, essendo solo il 5,2%
della coorte. L'esordio dell'epilessia si colloca ad un'eta mediana di 14 mesi, simile a
quella dei pazienti con DEE; tuttavia, va considerato che i pazienti in questo gruppo sono
molto pochi e la loro eta di esordio varia tra i tre mesi e I’adolescenza; quindi, questo dato
non puo essere interpretato come rappresentativo del gruppo. Tutti i pazienti hanno
continuato a presentare crisi miocloniche nella loro storia di malattia, uno di loro ha
presentato anche crisi TC bilaterali e uno assenze atipiche. La liberta dalle crisi ¢ stata
raggiunta in un paziente dall'eta di cinque anni con una terapia combinata di LTG e TPM.
La LTG ha risolto le crisi TC bilaterali in un altro paziente, ma le crisi miocloniche
persistono. Il terzo paziente non assume terapia farmacologica per volonta della famiglia.
I1 fenotipo clinico dell'epilessia mioclonica, che sembra avere un profilo di disabilita
intellettiva piu lieve, potrebbe rappresentare un nuovo fenotipo non descritto in
precedenza; tuttavia, il numero di pazienti ¢ ancora troppo esiguo e necessita quindi di

ulteriori studi e report per essere meglio caratterizzato.

Non abbiamo trovato una chiara correlazione tra un fenotipo clinico e un tipo specifico
di varianti genetiche; 1'assenza di una sindrome epilettica definita nelle PTV ¢ gia stata
descritta (123). Tuttavia, tre pazienti portatori di varianti splice-site causative di delezione
nella regione del poro del dominio III, hanno tutti presentato un quadro clinico di DEE

grave. Inoltre, sette dei dieci pazienti con DEE presentavano una variante in posizione
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compresa tra 1451 e 1481, sembrando quindi una porzione della proteina altamente
coinvolta in processi epilettogenici.

La mancanza di una correlazione certa tra il fenotipo ed il tipo di alterazione funzionale
puo essere attribuita a effetti diversi delle stesse varianti in popolazioni neuronali distinte
in diversi stadi di sviluppo. Inoltre, I'azione dei geni modificatori pud influenzare la

gravita clinica.

Limiti dello studio
Lo studio ¢ stato condotto in maniera retrospettiva e non tutti i tipi di dati raccolti erano
disponibili in tutti i pazienti; percio, sara necessario confermare i risultati ottenuti con una

raccolta prospettica all’interno di uno studio di storia naturale.
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Questo studio ¢ il primo ad operare una raccolta dettagliata di dati clinici ed
elettroencefalografici in una coorte di pazienti con varianti patogeniche in SCN8A
causative di perdita di funzione del canale Nay1.6.

I dati raccolti hanno permesso di identificare quattro principali fenotipi clinici: pazienti
senza epilessia con disordini del neurosviluppo (il gruppo pit numeroso), pazienti con
epilessia generalizzata, pazienti con encefalopatie epilettiche e di sviluppo (in una
percentuale maggiore di quanto descritto in precedenza) e pazienti con epilessia
mioclonica (mai descritta in precenza).

Il riconoscimento di caratteristiche cliniche precoci per la determinazione del tipo di
funzione del canale (GOF vs LOF) rappresenta una priorita per un adeguato trattamento
precoce dell’epilessia. In questo modo, infatti, sarebbe possibile evitare 1’uso di farmaci
ad azione potenzialmente dannosa, come nel caso dei farmaci bloccanti i canali del sodio
in caso di varianti con perdita di funzione. Una definizione precisa di tali caratteristiche
non ¢ ancora possibile, ma ulteriori ricerche, che comprendano raccolte prospettiche
all’interno di studi di storia naturale, permetteranno di trattare i pazienti secondo scelte

terapeutiche mirate e di conoscere le possibili evoluzioni cliniche e prognostiche.
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Materiali Supplementari

Phenotypes from other sodium channels associated with LoF

Phenotype Reference
Dravet Syndrome Brunklaus et al., 2022 (165)
Autism Crawford et al., 2021 (166)

Phenotypes from other sodium channels associated with LoF

Phenotype Reference

Early onset (< 3 months) epileptic and
developmental encephalopathy

Familial Hemiplegic migraine Brunklaus et al., 2022 (167)

Early onset (<3 months) epileptic and
developmental encephalopathy

Brunklaus et al., 2022 (167)

Wolff et al., 2017 (117)

Tabella Supplementare 1: Correlazioni tra fenotipo e funzione in diversi canali del sodio voltaggio-dipendenti
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Pt [Sex/ [SCN8A variant (inheritance) Phenotype Epilepsy Neuropsychiatric Neurological and general [Treatment (BOLD: most
age (First age at [Szonset sz at FU (frequency)  outcome EEG features (latest FU) |examination (latest FU)  effective)
lsymptom) |onset |(modality)
1 M/12y [c.324delC, p.Thr109Argfs*7  |DEE imo [T F sec GTC, GTC, eyelid |Ongoing [BGS multifocal IED sev ID, no speech, ataxia, spasticity, BRV, CBZ, CLB, ETS, FEN, LCM,
8mo  |(de novo) (sz) (stormy) My, T, FIAS > FC sz Ictal: hypomotor and focal |ASD dyskinesias, cortical LEV, LTG, OXC, PB, PER, PHT,
(daily) clonic L post quadrant > gen blindness, strabismus RUF, TPM, VPA, ZNS, KD,
2 F/17y [c.(485+1_486-1)_(706+1_707-|No eps No sz | - - normal mod ID, limited poor coordination, facial none
9mo [1)del, del exons 5-6 (de novo) |(GDD) language dysmorphism, overgrowth
3 M/16y (c.1141C>T, p.Arg381* GE 3y 8molfaAbs aAbs, My Ongoing |biFr, biO SpW, post delta. |mod ID, language dis |[normal CLB, CZP, LEV, LTG, VPA
3mo  (unk) (GDD) (NA) (multiple/month) sz Ictal: 3 Hz SpwW aggressiveness, ADHD
4 M/5y [c.1229_1237del, p.Val410_Me[Myoclonic {1y F My F My, aAbs sz-free  [BGS, posterior delta and mild ID, speech delay |hypotonia, ataxia, PTU, LTG, TPM, VPA
S 10mo [t412del (de novo) (GDD) 2mo  ((gradual) (daily) SW. Ictal: 2.5 Hz SpW microcephaly
5 F/15y (c.1236_1251del, GE 7y ITC, CSE [TC sz-free |diffuse BGS mod ID, speech delay, [gait disturbance IVPA, LTG
H# p.Met412llefs*47 (pat) (GDD) (stormy) ((<1/y) learning dis
6 F/14y [c.1236_1251del, No eps No sz | - - - mod ID, speech delay, [normal, somnambulism none
b.Met412llefs*47 (patl) (GDD) IASD
7 M/42y c.1236_1251del, No eps Nosz | - - - mod ID normal none
p.Met412llefs*47 (unk) (NA)
8 F/5y [c.1631dup,p.Asn544Lysfs*39 |GE 3y 6molAbs IAbs NA 3 Hz gen SpW, bilat Cz-Temp|normal>GDD, speech [normal IVPA
(mat) (sz) (NA) (NA) SpW delay
9 M/4y [c.1631dup, p.Asn544Lysfs*39 |GE 2y 9molAbs IAbs NA 3-4 Hz gen SpW, irreg slow |normal>GDD, ADHD, [normal IVPA, ETS, amantidine
* (matl) (sz) (NA) (NA) wave discharges aggressiveness
10 |F/36y [c.1631dup, p.Asn544Lysfs*39 GE 7y Abs IAbs NA 3 Hz gen SpW normal 1Q, specific normal \VPA, ETS
(de novo) (sz) (NA) (NA) learning dis
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11 |M/16y |c.1730del, p.Pro577Argfs*61 [No eps No sz |- - - - mild ID, speech delay, [normal, GERD No ASMs (risperidone for
H (mat) (GDD) aggressiveness, ADHD behavioural issues)
12  |M/12y |c.1730del, p.Pro577Argfs*61 [No eps (FS - - - - mod ID, speech delay, jnormal none
(mat) (GDD) 18mo) autistic features
13 |M/15y [c.1759G>T, p.Glu587* GE a4y aAbs aAbs ongoing [generalized IED and BGS GDD, speech delay, |ataxia, hypotonia, dystonia, |CLB, ETS, LEV, LTG, VPA, ZNS
" (de novo) (GDD) (NA) (few/day) sz IADHD, anxiety constipation
14 [F/3y [c.1860_1861del, p.Tyr620* |No eps Nosz | - - normal mod ID, ADHD, limited|hypotonia, mild imbalance |none
(unk) (GDD) language, stereotypes
15 [M/7y [c.2371G>T p.Val791Phe GE 7y Abs IAbs sz-free 3 Hz gen SpW normal normal IVPA
oo # (de novo) (sz) (stormy)
16 |F/25y [c.2544+1G>A, p(?) [skipping [Myoclonic [Nosz | - - diffuse theta, focal IED mod ID, stuttering, cortical none
> lexon 15] (unk) (GDD) speech impairment  |myoclonus
17 |F/8y [c.2548C>T, p.Arg850* No eps Nosz | - - - GDD, ADHD auditory processing disorder(dexmethylphenidate,
10mo |(unk) (GDD) guanfacine, OXC (for ADHD)
18 |F/10y [c.2566A>G p.Lys856Glu (unk) [No eps Nosz | - - - mild ID none
H# 1mo (GDD)
19 |F/16y [c.2582T>C, p.Leu861Pro GE 11y Abs IAbs sz-free  [3 Hz gen SpW IADHD, learning dis normal IVPA, (methylphenidate for
(de novo) (speech dis) (gradual) IADHD)
20 [M/9y [c.2664_2675del, No eps Nosz | - - - mod ID, speech delay, |hypermetropic strabismus, |[none
# p.lle888_Val892delinsMet (GDD) attention and learning lencopresis, constipation
(mat) dis, anxiety
21 [F/12y [c.2791C>T, p.Arg931* No eps Nosz | - - - mod ID strabismus, lumbar lordosis, [NA
D (unk) (GDD) dysmorphisms
22 [F/4y [c.2792G>A, p.Arg931GIn No eps No sz | - - - mod ID, limited NA none
H (pat) (GDD) language
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23 [M/26y [c.2792G>A, p.Arg931GIn No eps No sz | - - BGS, 1-2 Hz gen SpW sev ID, limited dysarthria, ataxia LEV, TPM (given for IED)
H (pat) (GDD) language
24 |F/16y [c.2792G>A, p.Arg931GIn No eps No sz | - - - mod ID, speech delay |cardiopathy, short stature, |none
(pat) (GDD) hexadactyly
25 [F/10y [c.2792G>A, p.Arg931GIn GE 6y 6molAbs IAbs Ongoing (3 Hz gen SpW mod ID NA \VPA, ETS
i 9mo |(de novo) (GDD) (gradual) |(daily) sz
26 |F/7y [c.2890G>C, p.Gly964Arg No eps No sz | - - - mild ID, ADHD, hypotonia none
"4 (de novo) (GDD) language dis
27  |M/20y [c.3226A>T, p.Lys1076* GE 14y  |Abs iAbs sz-free  [3 Hz gen SW mild ID normal LEV, VPA
H (mat) (GDD) (gradual) |(NA)
28 [M/3y [c.3552G>A, p.Trp1184* No eps Nosz | - - - GDD, limited language |normal, overgrowth none
i (pat) (GDD) skills, ASD, tantrums
29 |M/15y [c.3597G>A, p.Trp1199* No eps No sz | - - IED mild ID, speech delay, [impaired fine motor skills, |LTG (given for IED)
(mat) (GDD) learning difficulties  [short stature
30 [M/10y [c.3652G>A, p.Glu1218Lys No eps No sz | - - - mod ID, sev speech  |unstable gait none
"4 (unk) (GDD) delay, tantrums
31 [F/22y [c.3955G>A, p.Alal319Thr GE 6y Abs IAbs ongoing (2.5 Hz gen SW mild ID, behav issues |hypotonia CLB, ESM, STM, VPA
# (unk) (sz) (NA) (NA) sz
32 [F/12y [c.4351G>A, p.Gly1451Ser GE NA NA NA sz-free  [IED GDD, speech delay, |gait disturbance, hypotonia [ETS
(unk) (sz) learning dis, ADHD
33  [M/33y [c.4351G>A, p.Gly1451Ser DEE 1y 6molAbs, GTC |Abs, GTC ongoing [NA sev ID, sev speech spastic tetraplegia, CBZ
# (de novo) (GDD) (NA) (NA) sz delay dysphagia, nystagmus
34 [M/15y [c.4351G>A, p.Gly1451Ser DEE 2mo My My ongoing [BGS and IED with bi-Fr or O [sev ID, no speech, instable gait, postural LTG, TPM, CNZ, PB, VPA
€ # (de novo) (hypotonia) (gradual) |((frequent) sz predominance tremor, dysmorphism

aggressiveness
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35 [F/12y [c.4360_4362delTTC, DEE 2y 2mofaAbs, aAbs, T, MyAbs, A sz-free |generalized and bi-Fr sev ID, regression, hypotonia, ataxia, uses LEV, TPM
# p.Phe1454del (pat) (GDD) (NA) (sporadic) slowing limited speech wheelchair
36 [F/7y [c.4419G>A, p.(Lys1473Lys) DEE 1y 5mo|GTC, CSE [GTC ongoing [progressive BGS, rare regression, sev ID, hypotonia, progressive LTG (worsening), KD, LEV,
€# [7mo |[predicted inframe exon (GDD) (stormy) ((multiple/week) sz diffuse and bilateral (O/Cz) |produce only pyramidal syndrome, \VGB, CLB, VPA, ZNS, CBZ
skipping] (de novo) Sp \vocalizations retinopathy, hip luxation
37 [F/7y [c.4419+1_4del, p.(?) DEE 10mo [HC C, T, GTC, CSE ongoing [18mo: bi-Fr delta rhythms + [sev ID, no speech gait disturbance, dyskinesias|LEV, LTG, VPA
<l# [predicted inframe exon (GDD) (gradual) |(multiple/months) sz Sp. 3y8mo: Fr-Temp or post PEG, microcephaly
skipping] (unk) delta
38 [F/3y [c.4419+1A>G, p.(?) [predicted |DEE 5mo My My, F, T ongoing [BGS posterior slow wave, |mod/sev ID, no poor eye contact, gait CBZ, CZP, VPA, LEV
# 5mo  finframe exon skipping] (GDD) (NA) (monthly cluster of daily |sz FrCz polySpW speech disturbance, hypotonia,
(de novo) sz) dyskinesias
39 [M/13y [c.4419+2_4419+3del, p.(?) GE 7y 7molAbs IAbs sz-free  |L C-T-P slowing mild ID, speech delay, [clumsiness, hypotonia LTG, VPA, ETS
4mo  [[predicted inframe exon (GDD) (gradual) ((multiple/day) IADHD
skipping] (pat)
40  |F/10y 4/c.4419+2_4419+3del, p.(?) GE 5y 4molAbs IAbs ongoing [F-C theta activity mod ID, speech delay, [Clumsiness, hypotonia IVPA, LTG, CBZ
mo  [[predicted inframe exon (sz) (gradual) |(multiple/day) sz IADHD
skipping] (pat)
41 |F/3y [c.4443_4444delinsT, DEE Smo [T GTC ongoing [multifocal IED normal>mod ID, no  |regression, poor eye contact|PB, LEV, OXC (worsening)
# p.Met1481llefs*12 (de novo) |(sz) (NA) (weekly) sz Ictal: L Temp speech, autistic behav
42 |M/6y [c.4832T>A, p.Vall611Asp No eps No sz | - - - mild ID, language broad based gait, dystonia, |none
9mo  |(de novo) (GDD) delay, ASD non-epileptic myoclonus
43  |F/10y (c.4848_4852del, No eps No sz | - - - mod ID precocious puberty, joint  [NA
D p.Argl617Hisfs*66 (unk) (GDD) hypermobility
44  |M/7y [c.4849C>T, p.Arglel7* No eps Nosz | - - Bi-Fr and generalized 2.5-3HzSW  [mild ID, speech delay, [mild hypotonia CBD, OXC (given for behavior
10mo |(de novo) (GDD) IADHD, stereotypes disorder) — OXC worsened EEG trace
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45  [M/11y [c.4859G>T, p.Argl620Leu No eps Nosz | - - - mod ID, ASD behav, |hypotonia, chorea, none

§ * # (de novo) (GDD) IADHD, language dis  |hyperreflexia

46  [M/4y |c.4860_4863dup, DEE 3y GTC GTC sz-free  [BGS sev ID, no speech, hypotonia, ataxia, Babinski [VPA

# p.Ala1622llefs*64 (de novo)  |(GDD) 10mo |(NA) (only 2 GTC) autistic features sign

47  INA/2y [c.4865C>A, p.Alal622Asp No eps No sz | - - - GDD, ASD hypotonia, chorea, none

H (de novo) (GDD) clumsiness, fasciculations

48 |F/7y [c.4865C>A, p.Alal622Asp No eps Nosz | - - - mild ID, speech delay, |hypotonia, discrete none

H 6m (de novo) (GDD) IASD, oral dyspraxia  |choreiform movements

49  [F/14y [c.4961T>A, p.lle1654Asn GE 2y 8molfaAbs - sz-free [NA mod ID, short hypotonia, ataxia IVPA + LTG

# (de novo) (GDD) (gradual) attention span

50 [F/35y [c.5156C>G, p.Pro1719Arg No eps Nosz | - - - normal upper limb action-induced |none

~ # (familial) (myoclonus) non epileptic myoclonus

51 [M/7y [c.5156C>G, p.Pro1719Arg No eps No sz |- - - - normal upper limb action-induced |none

~ (pat) (myoclonus) non epileptic myoclonus

52 [M/9y |c.5156_5157delCT, No eps Nosz | - - - GDD, ADHD mild ataxia, bilateral none

I # p.Pro1719Argfs*6 (mat) (GDD) esophoria, amblyopia

53 [F/8y [c.5273T>C, p.Val1758Ala GE 2y Abs IAbs sz-free  [NA normal IQ, learning  [normal LEV, ETS

* i (de novo) (sz) (stormy) difficulties

54 [M/Sy [c.5322_5333del, GGE 10mo |GTC My, A (clusters of My, [few Gen polySpW. Ictal: gen normal 1Q, language |normal LEV, VPA
4mo  |p.Glul1774_Alal1777del (mat) |(s2) (gradual) |few A/month) sz/mo  [SpW in massive myoclonus (delay, learning dis

55 [F/6y [c.5322_5333del, GGE 2y 7mo|GTC GTC sz-free  |normal Normal IQ, language [clumsiness IVPA (now sz-free without ASMs)

#  Bmo |p.Glul774_Alal777del (mat) |(s2) (gradual) (4 episodes) delay, learning dis

56 [F/37y [c.5322_5333del, GGE 1y FS GTC, MySE sz-free  [Bilateral Fr-Temp SpW bordeline 1Q, hypothyroidism, hollow LEV, LTG, VGB, VPA
5mo  |p.Glul774_Alal777del (unk) |(dev delay) (gradual) |(< 1/year) agoraphobia feet, scoliosis
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57 [M/10y [c.5458C>T, p.Arg1820* Myoclonic 3mo My My, F, GTC Ongoing [P SpW rapid and delta mild ID, language gait ataxia LEV, LTG, VPA
@ * [5mo |denovo) (s2) (NA) (NA) My sz |activity, Cz-P slowing delay
iH Ictal: bi.P polySpW> gen
58 [F/23y [Ex 2-4 deletion, p.(?) (multi- |DEE 6mo  |Abs IAbs, aAbs, GTC, My NA BGS, bi-Fr theta-delta moderate ID, severe [rigidity ETS, LTG, VPA
o # lexon deletion) (sz) (NA) (NA) activity. Ictal aAbs: bilateral [attention problems,

(mosaic de novo) synchronous gen high aggressiveness

voltage polyS-slowW. PPR

Tabella Supplementare 2: Dati Elettro-clinici completi

Abbreviations: A: atonic seizure, aAbs: atypical absence, Abs: absence, ADHD: attention deficit hyperactivity disorder, ASD: autism spectrum disorder, ASM: antiseizure medication, behav:
behavior, BGS: background slowing, BRV: brivaracetam, C: clonic seizure, Cz: central, CBD: cannabinoid, CBZ: carbamazepine, CLB: clobazam, CZP: clonazepam, CSE: convulsive status epilepticus,
DEE: developmental and epileptic encephalopathy, dis: disorder, eps: epilepsy, ETS: ethosuximide, F: female, F sec GTC: focal evolving to generalized tonic-clonic seizure, FEN: fenfluramine,
FIAS: focal impaired awareness seizure, Fr: frontal, Fs: focal seizure, FS: febrile seizure, FU: follow-up, GDD: global developmental delay, GE: generalized epilepsy, gen: generalized, GERD:
Gastroesophageal reflux disease, GTC: generalized tonic-clonic seizure, HC: hemiclonic seizure, ID: intellectual disability, IED: interictal epileptic discharges, 1Q: intelligence quotient, irreg:
irregular, KD: ketogenic diet, L: left, LCM: lacosamine, LEV: levetiracetam, LTG: lamotrigine, M: male, mo: months, mod: moderate, mov: movements, My: myoclonic seizure, MyAbs: myoclonic
absence, NA: not available, O: occipital, OXC: oxcarbazepine, P: parietal, PB: phenobarbital, PEG: percutaneous endoscopic gastrostomy, PER: perampanel, PHT: phenytoin, post: posterior, PPR:
photo paroxysmal response, pt: patient, PTU: paroxysmal tonic upgaze, RUF: rufinamide, sev: severe, Sp: spike, SpW: spike and wave, SW: sharp wave, sz: seizure, T: tonic seizure, Temp:

temporal, y: years, TPM: topiramate, VGB: vigabatrin, VNS: vagal nerve stimulation, VPA: valproic acid, ZNS: zonisamide.

Patient published in: S: PMID 34259158 - Solazzi 2021; #: PMID 34431999 - Johannesen 2021; *: PMID 30968951 - Johannesen 2019; A: PMID 31887642 - Schreiber 2020; o; PMID 31054517 -

Xie 2019; >: PMID 33007625 - Canafoglia 2020; D: Decipher; ": PMID 28702509 - Wagnon 2017; /: PMID 25725044 - Blanchard 2015; €: PMID 31026061 - Denis 2019; <: PMID 25568300 - Larsen
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2015; !: PMID 30171089 - Gardella 2018; §: PMID 30615093 - Liu 2019; ~: PMID 29726066 - Wagnon 2018; x: PMID 16236810 - Trudeau 2006; @: PMID 27781031 - Moller 2016; ¢: PMID

26220391 - Berghius 2015.

Tabella Supplementare 3

Pt [Sex/ |SCN8A variant (inheritance) [Phenotype Epilepsy Neuropsychiatric Neurological and general [Treatment (BOLD: most effective)
age (First age at [Szonset sz at FU (frequency)  loutcome(EEG features (latest FU)  fexamination (latest FU)
lsymptom) |onset |(modality)
M/24y |c.5047G>A, p.Asp1683Asn DEE 9y GTC GTC, T Ongoing |Cz or gen sharp transients. [sev ID, ataxia, L hemiparesis OXC, LCM, ZNS, PER
7mo  |(unknown) (sz) (NA) sz Ictal: GTC with flattening >
Cz rhythmic activity
+# |NA/NA|c.1099A>G; p.Met367Val NA NA NA NA NA NA NA NA NA
(unknow)
F# |NA/NA|c.1099A>G; p.Met367Val NA NA NA NA NA NA NA NA NA
(unknown)
o M/2y |c.1099A>G; p.Met367Val DEE 1mo [F Fsec GTC, T sz-free  |multi-F SW, SpW and sharp [sev GDD, absent normal OXC, VPA
3mo |(de novo) (GDD) (stormy) ((daily or weekly) slow waves speech
M/8y [c.3563G>A, p.Arg1188GIn GE 3y GTC GTC sz-free  |normal mild ID, language dis |normal LEV
(pat) (GDD) 9mo  |(NA)
M/7y [c.3563G>A, p.Arg1188GIn NA 22mo |Abs, GTC|Abs, GTC NA multifocal IED normal NA PB, CBD, LEV, VNS
(de novo) (NA) (NA)
M/25y [c.3563G>A, p.Arg1188GIn NA 18mo |FS NA NA NA absent speech, ASD, [gait impairment, dysphagia [NA
(mat) behav issues
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F/14y [c.3914G>C, p.Arg1305Thr GE 10y |GTC GTC Sz-free |Normal mild ID clumsiness, intentional LEV
(unknown) (GDD) (NA) (multiple/year) ttremor
D# [M/29 [c.3967G>T, p.Alal323Ser No eps - - - - - sev ID microcephaly NA
mo (de novo) (GDD)
% # [M/NA [c.3967G>T, p.Alal323Ser DEE 2 mo |NA C, T ongoing |[NA sev ID NA NA
(de novo) (sz) (NA) (in cluster) sz

Tabella Supplementare 3: Dati elttro-clinici dei pazienti esclusi perché portatori di varianti GOF o con funzione mista testati nello studio

Abbreviations: behav: behavior, C: clonic seizure, Cz: central, DEE: developmental and epileptic encephalopathy, eps: epilepsy, F: female, F sec GTC: focal evolving to generalized tonic-clonic
seizure, FU: follow-up, GDD: global developmental delay, GE: generalized epilepsy, GTC: generalized tonic-clonic seizure, ID: intellectual disability, L: left, LCM: lacosamine, LEV: levetiracetam,
M: male, mo: months, NA: not available, OXC: oxcarbazepine, pt: patient, sev: severe, SpW: spike and wave, SW: sharp wave, sz: seizure, T: tonic seizure, VPA: valproic acid, y: years, ZNS:

zonisamide.

Patient published in: +: PMID 31335965 - Encinas 2019; #: PMID 34431999 - Johannesen 2021; $: PMID 29655203 - Lindy 2018; a: PMID 34979445 - Hu 2021; %: PMID 26993267 - Trump

2016.
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