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SINOSSI

Le malattie neurologiche e neurodegenerative sono un gruppo
eterogeneo di patologie caratterizzate, in molti casi, da una forte
eterogeneita clinica (eta di esordio, progressione, sintomatologia) e
genetica. Ne sono un esempio le atassie e le paraparesi spastiche,
in cui la componente genetica risulta in molti casi di difficile
inquadramento. Se da un lato in molti di questi pazienti non siriesce
ad identificare tale componente, altri invece ricevono una diagnosi
clinica nella quale viene identificato il gene responsabile del
fenotipo. L'identificazione di questi geni ha contribuito nel tempo ad
una migliore comprensione dei pathway molecolari maggiormente
coinvolti.

Ad oggi sono note piu di 60 forme di atassie geneticamente
determinate, e circa 50 forme di paraparesi spastiche ereditarie. In
tali pazienti, l'analisi genetica deve anche tener conto dalla
penetranza incompleta, e dalla presenza di mutazioni “private”,
ovvero descritte solamente in alcune famiglie. Oltretutto, la difficolta
nell’eseguire studi multicentrici con pazienti selezionati in modo
omogeneo, rende difficile sviluppare dei database specifici in cui
siano riportate sia le varianti geniche che il fenotipo clinico di cui
sono responsabili.

Le tecnologie di tipo NGS (Next Generation Sequencing) hanno
risolto la problematica della “poligenicita”, rendendo possibile
I'analisi contemporanea di piu geni, consentendo anche I'analisi di
tutto il genoma. Ad oggi, pannelli accuratamente disegnati e validati
sono entrati a far parte della pratica clinica.

L’applicazione di queste tecnologie nelle patologie neurologiche é
piu complessa perché richiede una accurata selezione dei geni da
analizzare. Inoltre, considerata I'elevata eterogeneita allelica,
risulta difficile stabilire una corretta detection rate (% dei positivi
identificati), e quindi sviluppare dei pannelli di facile utilizzo in

diagnostica molecolare.



Da queste osservazioni &€ nata la necessita di sviluppare delle
soluzioni diagnostiche basate su tecnologia NGS per l'analisi di
fenotipi atassici e/o spastici e di fenotipi neurologici piu complessi
in cui la spasticita e 'atassia sono solo una delle componenti del
quadro sindromico.

Infatti, anche se il sequenziamento massivo (NGS) € ormai entrato
nella pratica clinica, la sua applicazione nelle patologie
neurologiche risulta ancora complesso e necessita lo sviluppo di
saggi ad-hoc che consentano una elevata detection rate, con costi

e tempi contenuti.

Alla luce di queste osservazioni, la tesi ha avuto i seguenti

obiettivi:

Disegnare, sviluppare e validare un pannello di geni basato su
tecnologia NGS (Pannello NGS con 105 geni selezionati) per la
diagnosi di pazienti caratterizzati da atassia e/o spasticita

Valutare I'utilita dell’analisi NGS di tutti i geni codificanti associati a
patologie mendeliane (Esoma clinico, circa 4500 geni) per un

corretto inquadramento di fenotipi neurologici complessi.

Lo studio & stato condotto su 78 pazienti atassici e/o spastici
reclutati presso I''RCCS Neuromed. E stata identificata la
componente genetica potenzialmente responsabile del fenotipo
clinico nel 21% dei pazienti sottoposti ad analisi mediante Pannello
NGS con geni selezionati, e nel 13% dei pazienti sottoposti ad
esoma clinico.

| dati di questo studio dimostrano che pannelli NGS, accuratamente
disegnati e validati, possano essere applicati alla diagnosi
molecolare di patologie neurologiche caratterizzate da poligenicita
e variabilita clinica. La validazione di questi percorsi richiede la
selezione di una casistica accurata ed omogenea. Questo consente
di delinearne il corretto utilizzo diagnostico, aumentando cosi la

detection rate.



Risulta inoltre fondamentale l'utilizzo di un iter di interpretazione
delle varianti molto stringente e riproducibile. Questo viene
confermato nel presente studio, dove un corretto utilizzo congiunto
di analisi di segregazione familiare (ove possibile reperire i familiari
del paziente affetto) ed analisi bioinformatica, & fondamentale per
l'identificazione delle varianti patologiche, soprattutto in geni per i
quali sono disponibili dati limitati nei database pubblici.

Risulta inoltre utile applicare pannelli piu estesi, come I'esoma
clinico, in casi complessi di difficile inquadramento. In questi casi,
la diagnosi molecolare si € rivelata, insieme a quella clinica,

fondamentale per un corretto inquadramento diagnostico.



1. SEQUENZIAMENTO DI NUOVA
GENERAZIONE (NGS)

1.1 Avvento della tecnologia di nuova generazione:

piattaforme e principi

Dalla scoperta della struttura del DNA ad oggi si € osservato un
notevole incremento delle conoscenze riguardo la sua variabilita ed
il relativo impatto sul fenotipo. Nell'ultimo decennio, il progresso
scientifico e tecnologico ha aperto le porte ad un nuovo tipo di
sequenziamento, chiamato sequenziamento di seconda
generazione o “Next Generation Sequencing” (NGS), che ha offerto
tanti vantaggi rispetto al classico sequenziamento Sanger. Infatti,
queste nuove tecnologie hanno la capacita di fornire milioni di
sequenze a prezzi relativamente contenuti, stravolgendo
completamento le conoscenze della genomica ed il suo utilizzo
nella pratica clinica.

Ad oggi, sono stati sviluppati diversi sistemi di sequenziamento, che
differiscono principalmente per la chimica utilizzata e per la tecnica
di amplificazione clonale. In funzione di queste caratteristiche, i
sistemi si differenziano per la lunghezza delle reads (letture o
sequenze) prodotte, i tempi di corsa, la quantita di basi prodotta, e
'accuratezza dei dati grezzi.

La prima piattaforma ad essere immessa nel mercato fu la
piattaforma 454 dalla Life Sciences-Roche nel 2005. Tale
piattaforma prevede [I'amplificazione clonale dei frammenti
mediante emulsion PCR. Tale tecnologia consiste nella
preparazione di un'emulsione di acqua e olio in cui le microbolle
d'acqua funzionano da microreattori per le reazioni di PCR. Nella
soluzione acquosa vengono dispensati tutti i reagenti per la
reazione di amplificazione unitamente a delle biglie di supporto
(beads) sulle quali si legano i frammenti di DNA. In base alla legge
di distribuzione di Poisson quando i reagenti sono presenti in

quantita bilanciate tra loro e rispetto ai volumi di acqua e olio si
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distribuiranno in maniera tale che ogni microreattore contenga un
frammento di DNA, la polimerasi, i reagenti necessari per
I'amplificazione e una biglia di supporto. | microreattori vengono
quindi sottoposti a variazioni cicliche di temperatura e cio
permettera la formazione di migliaia di frammenti clonali che
andranno ad aderire sulla superfice delle biglie grazie a specifiche
corte sequenze complementari. La fase di sequenziamento viene
effettuata col metodo del pirosequenziamento. Tale metodo si basa
sulla determinazione della presenza del pirofosfato. Il pirofosfato,
che funge da substrato per una luciferasi, viene rilasciato nel
momento in cui si forma un nuovo legame fosfodiesterico e il rilascio
determina una emissione di energia luminosa che viene rilevata da
un sensore. Non vi & una differenza di segnale immesso tra i quattro
nucleotidi ma questi vengono immessi nel sequenziatore in flussi
separati sequiti da cicli di lavaggio per eliminare quello non
incorporato. La piattaforma 454 si differenzia dalle altre piattaforme
NGS per l'elevata velocita di processamento e per la maggiore
lunghezza delle reads prodotte, 700 bp contro circa 300 bp delle
altre piattaforme.

In seguito sono nate altre soluzioni. Ad esempio, il sistema lllumina
e basato sull'utilizzo di terminatori fluorescenti reversibili. In questo
caso I'amplificazione clonale dei frammenti di DNA avviene tramite
la "bridge PCR". Ai frammenti di DNA in primo luogo vengono unite
delle corte sequenze specifiche dette "adattatori". | frammenti uniti
agli adattatori vengono poi distribuiti su un supporto rigido a cui si
legano grazie alla presenza di sequenze complementari agli
adattatori, ancorate alla superficie. Ciascun frammento viene poi
amplificato in modo clonale con la conseguente formazione dei
"cluster", ovvero microaree circoscritte del supporto nelle quali sono
presenti i frammenti clonati da un unico templato di partenza. I
sequenziamento si basa sull'utilizzo di nucleotidi con gruppi
terminatori fluorescenti reversibili. Ad ogni ciclo (flows) si ha
l'incorporazione di uno dei dNTP fluorescenti con conseguente

emissione di fluorescenza che viene rilevata e convertita dal



sistema in immagini globali dell'intera superficie del vetrino di
supporto. In seguito, avviene il rilascio per via chimica dei gruppi
terminatori e cid consente la prosecuzione del processo, con
l'incorporamento di ulteriori nucleotidi e I'allungamento della
sequenza.

Un’altra tipologia di sequenziamento € lo lon Torrent, caratterizzato
da fasi di preparazione e di sequenziamento concettualmente simili
al pirosequenziamento Roche / 454. L'emulsion-PCR viene
utilizzata per amplificare clonalmente i frammenti di DNA ligati agli
adattatori presenti sulla superficie delle biglie. Le biglie vengono
successivamente distribuite nei micropozzetti dove si verifica una
reazione di sequenziamento per sintesi. A differenza del
pirosequenziamento, che costituisce lintegrazione base delle
coppie con la produzione di luce emessa da una luciferasi, il
sequenziamento dei semiconduttori di lon Torrent misura i
cambiamenti di pH indotti dal rilascio di ioni idrogeno durante
I'estensione del DNA. Questi cambiamenti di pH sono rilevati da un
sensore posizionato nella parte inferiore del micropozzetto e
convertiti in un segnale di tensione. Tale segnale & proporzionale al
numero di basi incorporate e la discriminazione di base € permessa
grazie all'aggiunta sequenziale di singoli nucleotidi durante ciascun
ciclo di sequenziamento. A differenza delle piattaforme
precedentemente descritte non si ha la scansione ottica per
distinguere i nucleotidi durante i cicli di sequenziamento e cio
accelera notevolmente il processo e ne riduce i costi. Tuttavia, tale
tecnologia ha lo svantaggio di generare sequenze piu corte 200bp,
contro le 400bp che si riescono ad ottenere con la piattaforma
lllumina.

1.2 Analisi dei dati

Le piattaforme NGS producono un enorme mole di dati, nell’ordine
delle Terabyte (TB). Questo causa una grande difficolta nella
conservazione, e nella successiva analisi dei dati, le cui tecniche
richiedono continue implementazioni di software specifici. Anche se
i software di analisi sono differenti a seconda della tecnologia NGS
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utilizzata, le operazioni che svolgono sono le stesse. Infatti in questi
programmi viene dapprima eseguito il processo di “base calling”,
ovvero la conversione di immagini di luminescenza o fluorescenza
acquisite in sequenze nucleotidiche (‘reads”). A tale processo
segue l'assegnazione del “quality score”, ovvero I'attribuzione di
parametri per la valutazione della qualita e quindi la probabilita di
errore nella lettura del nucleotide. Le reads che hanno superato
questo step vengono allineate col genoma di riferimento. | software
d’analisi annotano le differenze che riscontrano tra le reads ottenute
dall’esperimento ed il genoma di riferimento sul quale le hanno
allineate. Per poter essere allineate, le reads devono essere
superiori ai 30 bp poiché soltanto il 90% del genoma umano pud
essere allineato in modo univoco con reads di 30 bp. Le sequenze
ripetute rappresentano un grosso limite della fase di allineamento
in quanto non sono presenti in maniera univoca nel genoma di
riferimento e quindi possono essere collocate in piu posizioni. Errori
nella fase di allineamento generano i cosiddetti “gap”, ovvero
regioni in cui il software non é riuscito ad allineare alcuna reads. |
tassi di errore, pur sembrando maggiori nella tecnologia NGS
rispetto alla metodica Sanger, vengono notevolmente abbattuti da
una lettura ripetuta e massiva di ogni frammento (“coverage”). |l
coverage rappresenta quindi il numero di volte che un nucleotide &
stato "letto" durante il sequenziamento (Coverage= Throughput /
Regione di interesse). Quante piu volte la regione di interesse sara
stata letta tanto piu bassa € la probabilita che ci siano stati errori
durante il sequenziamento. E stato stimato che un coverage di 20X
e sufficiente per ritenere valida la lettura.

Una volta considerati tutti i parametri qualitativi si pud passare a
quella che ¢é la fase dell’analisi dei dati ovvero I'interpretazione delle
varianti annotate. L’interpretazione pud variare a seconda di quello
che €& lo scopo dell’analisi. Nella genetica molecolare i filtri piu
comunemente utilizzati per [lidentificazione di varianti
patogenetiche sono la rimozione di tutte le varianti frequenti nella

popolazione generale le cui frequenze vengono ricercate in banche
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dati pubbliche quali dbSNP, 1000 genomes o ExXAC; rimozione o
meno di varianti gia note in letteratura per essere o meno correlate
a quadri patologici mediante la consultazione di banche dati
biomediche quali ad esempio OMIM o PubMed; utilizzo di strumenti
bioinformatici per analisi di predizione in silico quali ad esempio
SIFT, POLYPHEN-2, Mutation taster. La gestione e
l'interpretazione dei dati richiede quindi figure professionali

altamente specializzate.

1.3 Applicazione delle tecnologie NGS

| sequenziatori di nuova generazione sono diventati strumenti
d’elezione per analisi approfondite nel campo della biologia e della
medicina. Questi strumenti consentono di approcciarsi ad una serie
di applicazioni come sequenziamento de novo, resequencing, studi
di metagenomica, di epigenomica e sequenziamento del
trascrittoma.

Il sequenziamento de novo si propone di determinare genomi di
organismi non ancora sequenziati, per i quali quindi non si dispone
di genomi di riferimento. Di contro, il risequenziamento di un intero
genoma gia sequenziato pud essere analizzato allo scopo di
identificare mutazioni di un singolo nucleotide (SNP), inserzioni e
delezioni di sequenze piu 0 meno lunghe in determinate posizioni
del genoma e variazioni nel numero di copie di determinati geni
(CNV).

Ad oggi, molti approcci NGS soprattutto in diagnostica molecolare,
analizzano selettivamente determinate regioni genomiche o un
gruppo selezionato di geni (targeted resequencing) associati ad una
particolare condizione clinica. Altri approcci prendono in
considerazione I'esoma, ovvero l'insieme di tutte le porzioni del
genoma che “codificano” per proteine. Pur rappresentando una
quota vicina all'1% dellintero genoma, € all'interno dellesoma che
avviene oltre I'85% delle mutazioni oggi note come clinicamente
rilevanti. Le tecniche di sequenziamento di nuova generazione

(NGS) consentono di analizzare le sequenze codificanti degli oltre
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20,000 geni di un individuo in un unico test, in un approccio meglio
conosciuto come whole exome-sequencing (WES). L’analisi
dellesoma €& dunque uno strumento diagnostico potentissimo in
grado di fornire informazioni di interesse clinico di livello e rilevanza
impensabili con i tradizionali strumenti della genetica clinica.
L’analisi dellesoma consta nel sequenziamento dei soli geni
nell'interezza di tutti i loro esoni, delle parti introniche che confinano
con gli esoni e talvolta delle regioni regolatorie a monte e a valle del
gene (dette rispettivamente 5-UTR e 3'-UTR, lunghe da alcune
centinaia ad alcune migliaia di nucletodi), allo scopo di identificare
mutazioni esoniche (missenso, nonsenso, frame shifting, in frame
o regolatorie) o mutazioni introniche che impattino il processo di
formazione del messaggero maturo (mutazioni di splicing).

Una versione piu contenuta WES & meglio conosciuta come esoma
clinico (CES). Infatti, sebbene siano oltre 20 mila i geni che in
ciascun individuo vengono espressi in proteine o RNA funzionali,
sono circa 4800 quelli le cui mutazioni sono ad oggi state associate
con condizioni patologiche (“geni-malattia”, si veda la banca dati
OMIM). L’analisi CES trae beneficio da queste recenti evidenze, ed
e concepito in modo da assicurare la massima copertura e la
maggior sensibilita analitica possibile nella valutazione dei circa
4800 geni-malattia attualmente identificati.

L’analisi del genoma intero (Whole-Genome Sequencing - WGS) é
invece molto piu esteso rispetto all’analisi del’esoma. Proprio per
questo, é utilizzato per 'identificazione di nuovi geni-malattia, ma &
ancora difficile un suo utilizzo diretto per la diagnostica molecolare.
Una analisi WGS consta nel sequenziamento dell’intero genoma,
cioé di tutto quanto il DNA contenuto nel nucleo cellulare (3 miliardi
di nucleotidi). Con questa metodica il patrimonio genetico di un
individuo viene completamente sequenziato, sia nelle sue regioni
codificanti che in quelle non codificanti. Come tale, dunque, il
sequenziamento del genoma include il sequenziamento dell’intero
esoma (cioé di tutte le regioni codificanti di ogni gene, dette esoni)
e di tutte le regioni intergeniche, cioé le sequenze interposte fra un
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gene e l'altro e che, da un punto di vista quantitativo, rappresentano
la strangrande maggioranza del DNA (ben il 98%).

Oltre questi approcci di sequenziamento, meglio conosciuti ed
utilizzati in diagnostica molecolare, le tecnologie NGS hanno
permesso l'avvento su larga scala di:

- meta-genomica, cioé lo studio dell'insieme del materiale genetico
di tutti gli organismi viventi di un determinato campione ambientale.
- epigenetica, ovvero lo studio dei meccanismi di regolazione
dell’espressione genica attraverso, ad esempio, una tecnica di
immunoprecipitazione della cromatica (ChlP-Seq)

- RNA-Seq. il Sequenziamento del trascrittoma o dei microRNA
(piccoli RNA non codificanti ad attivita regolativa), utilizzato per lo
studio delle funzioni biologiche di una cellula, in quanto fornisce
informazioni quantitative sulle differenze nei livelli di espressione
dei geni in tessuti diversi o in uno stesso tessuto analizzato in

diverse condizioni sperimentali o in differenti stadi di sviluppo.
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2. CARATTERISTICHE CLINICHE DI PAZIENTI
CON ATASSIA E SPASTICITA

2.1 Pazienti affetti da Atassia

Il termine “atassia” deriva dal greco e significa “assenza di ordine”,
clinicamente sotto tale termine si raggruppano una serie di
patologie neurologiche caratterizzate da disturbi dell’equilibrio della
coordinazione e del linguaggio dovute ad alterazioni del cervelletto
e/o delle sue connessioni con le strutture spinali, pontine e corticali.
La manifestazione fenotipica & estremamente eterogenea. Oltre ai
disturbi atassici propriamente detti, disturbi dell'equilibrio, difficolta
nel mantenimento della posizione eretta, mancanza di
coordinazione della marcia e degli arti, tremore cinetico, si devono
aggiungere altre manifestazioni cliniche quali nistagmo, dismetria
saccadica, alterazioni dei riflessi oculo-vestibolari, oscillazioni
saccadiche, disartria, disfagia, disgrafia, disfunzioni sfinteriali,
disturbi del sonno, facile affaticamento, depressione e deficit
cognitivi. La classificazione su base fenotipica € complicata in
quanto tali sintomi possono presentarsi parzialmente e con gravita
variabile non solo nelle diverse forme di atassia ma anche
all'interno dello stesso sottogruppo. Su base eziologica le atassie
possono essere suddivise in forme ereditarie e forme sporadiche.
Le forme sporadiche tendono a manifestarsi dopo i 50 anni con
esordio acuto o subacuto. Le possibili cause delle forme sporadiche
sono molteplici, tra cui l'uso cronico di alcol o droghe, esposizione
ad agenti tossici, anomali congenite, infammazione immuno-
mediata, carenza di vitamine, deposizione leptomeningea cronica
di ferro, infezione cronica del sistema nervoso centrale (SNC),
lesioni neoplastiche e danni vascolari. La determinazione
dell’eziologia e quindi la diagnosi delle forme sporadiche pud
essere effettuata mediante un accurato esame neurologico studi di
neuroimaging ed esami di biochimica clinica.

Le forme genetiche hanno, in genere, un esordio graduale tra i 30

e i 50 anni anche se sono note forme con esordio infantile e/o
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adolescenziale. In base al meccanismo di ereditarieta le forme
ereditarie possono essere a loro volte suddivise in autosomico
dominanti, autosomico recessive, legate all’X e mitocondriali.

Le atassie autosomico dominanti sono anche dette atassie
spinocerebellari (SCA) e si manifestano principalmente con atassia
cerebellare progressiva.

Sono caratterizzate da una ampia eterogeneita clinica e genetica.
Tipicamente I'esordio avviene tra la 3°-4° decade; raramente sono
descritti casi con esordio piu precoce.

Secondo la classificazione di Harding possono essere suddivise i
tre sottogruppi:

. atassie autosomico dominanti di tipo | in cui I'atassia si
associa a disturbi neurologici extracerebellari (segni piramidali ed
extrapiramidali e neuropatia).

. atassie autosomico dominanti di tipo Il in cui l'atassia si
associa a maculopatia, possono inoltre presentare sintomi delle
atassie di tipo I.

. atassie autosomico dominanti di tipo Il in cui si manifesta
solo atassia.

Tuttavia nella maggior parte dei casi non & possibile applicare una
classificazione cosi netta solo sulla base della clinica, la maggior
parte dei soggetti con SCA presenta un quadro clinico
sovrapponibile, consistente all’esordio in disturbi della
deambulazione con andatura atassica lievemente progressiva,
disartria e incoordinazione motoria e cid ne rende difficile la
classificazione.

Ad oggi sono state individuate oltre 30 forme d’atassia dominante
del tipo SCA geneticamente e clinicamente distinte. Alcune di
queste forme sono dette atassie da espansione in quanto la
mutazione genetica & data dall’ espansione di alcuni nucleotidi
all'interno del gene (ad esempio SCA1 data dall’espansione della
tripletta CAG nella regione codificante del gene ATXN1). In questo
tipo di SCA l'eta di esordio & inversamente correlata al numero di

by

ripetizioni, tuttavia non & possibile stabilire I'eta di insorgenza in
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funzione della lunghezza dell’espansione. Inoltre essendo tratti
genici ad elevata instabilita I'espansione tende ad aumentare da
una generazione allaltra assistendo, quindi, al fenomeno
dellanticipazione. Solo negli ultimi anni sono state identificate
forme di SCA dovute a mutazioni puntiformi ma grazie all’avvento
delle nuove tecniche di sequenziamento questo gruppo SCA ¢ in
continua crescita. Tale forma risulta essere molto meno comune
rispetto a quelle da espansione, spesso si tratta di mutazioni private
riscontrate in poche famiglie, e per questo motivo non & possibile,
attualmente effettuare una correlazione tra fenotipo e genotipo.
Inoltre la maggior parte dei geni responsabili sono stati identificati
recentemente e pertanto il loro meccanismo patogenetico rimane
ancora poco chiaro. La prevalenza globale di queste atassie &
stimata in circa 3/100000 tuttavia tale dato varia a seconda
dell’etnia e dell'aria geografica considerata. In Italia, le forme piu
frequenti sono SCA1 e SCA2 che rappresentano circa il 50% dei
casi seguite da SCA3, SCA7, SCA17, SCA12, SCA8, SCA15,
SCAZ28 che sono invece identificate circa nel 5% dei casi.

Le atassie spinocerebellari autosomiche recessive (ARCA) sono
anch’esse di difficile di classificazione a causa dell’elevata
eterogeneita clinica. Il fenotipo varia da sindromi cerebellari a
neuropatie sensorio-motorie, disturbi oftalmologici, movimenti
involontari, convulsioni, anomalie cutanee e scheletriche. Da un
punto di vista patogenetico possono essere suddivise in forme da
disturbi mitocondriali, forme date da difetti riparazione del DNA, da
difetti del trasporto, ripiegamento e degradazione delle proteine,
forme metaboliche e da canalopatie.

La maggior parte hanno un esordio precoce prima dei 20 anni,
tuttavia ne sono note forme ad esordio in eta adulta. Sono
principalmente caratterizzate da atassia spinocerebellare, che
coinvolge cervelletto, tronco encefalico e fasci spinocerebellari.
Fenotipicamente si manifestano con scarso equilibrio, perdita della
coordinazione negli arti, tremore e disartria generalmente associate

a neuropatia periferica.
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L’Atassia di Friedreich (FRDA) & la forma piu comune ed in generale
€ anche la forma di atassia ereditaria pilt comune con una
prevalenza stimata di 1/30000-50000 e la frequenza di portatori
sani di 1/85. Nella maggior parte dei casi € causata dall’espansione
in omozigosi di tripletta GAA nel primo introne del gene della
frataxina (FXN) ma in piccola percentuale (tra il 2 -4%) la FRDA pud
essere causata da mutazioni puntiformi nel gene FXN.
Clinicamente & caratterizzata da atassia degli arti e della marcia
associata a disartria alterazioni della sensibilita vibratoria e
propriocettiva, areflessia anomalie dei movimenti oculari, ipostenia
piramidale in un quadro multisistemico dove spesso compaiono
cardiomiopatia ipertrofica, diabete mellito e ipoacusia. Numerose
sono perd le ARCA che presentano un quadro clinico
sovrapponibile e pertanto che vanno in diagnosi differenziale quali
ad esempio l'atassia cerebellare ad esordio precoce con riflessi
tendinei conservati (EOCARR). Le forme metaboliche includono
forme con atassia progressiva e forme con atassia intermittente in
generale si tratta di forme sindromiche in cui I'atassia € uno dei tanti
sintomi. Esempi di queste forme sono la leucodistrofia
metacromatica e I'adrenoleucodistrofia. Tra le forme date da difetti
di riparazione del DNA, l'atassia-teleangiectasia & la forma a
maggior prevalenza (1/100000) ed & dovuta a mutazioni nel gene
ATM. Tipicamente si manifesta con teleangiectasie cutanee e
oculari ed aprassia oculomotoria, I'atrofia cerebellare spesso e
poco evidente agli esordi e piu marcata col progredire della
malattia.

Tra le atassie legate al cromosoma X, la piu comune € la sindrome
dell'X-fragile associata a tremore/atassia (FXTAS), causata da
espansione di triplette nucleotidiche CCG nel gene FMR1. L’'esordio
della malattia avviene dopo i 50 anni e in genere si manifesta con
tremore, parkinsonismo, disfunzioni autonomiche, polineuropatia e
deficit cognitivi. Nelle donne la manifestazione & piu lieve e

maggiormente variabile.
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Le forme sopra elencate sono solo alcune delle forme piu frequenti
di atassia geneticamente determinate. Ad oggi, la banca dati Gene
Nomenclature Commitee (HGNC) riporta 62 forme di atassia, e tale
numero € in continua evoluzione.

Le tecnologie NGS stanno “avvicinando” il complesso spettro delle
patologie atassiche alla diagnostica molecolare, risolvendo il
problema della “poligenicita”, ovvero permettendo [Ianalisi
contemporanea di piu geni tutti potenzialmente coinvolti o
responsabili del quadro clinico osservato. Infatti, pannelli
multigenici accuratamente disegnati e validati che tengono conto
sia delle forme frequenti che quelle piu rare, spesso identificate
anche in una sola famiglia, stanno entrando a far parte della pratica

clinica.

2.2 Pazienti affetti da Paraparesi spastica

La malattia di Strimpell-Lorrain &€ una patologia neurodegenerativa
dovuta ad una degenerazione delle fibre dei neuroni motori. Prende
il nome dal neurologo tedesco Adolf Strimpell che la identifico agl
inizi del 1900 e il medico francese, Maurice Lorrain, che ne forni
una descrizione piu approfondita dei sintomi.

Ad oggi tale patologia viene piu comunemente identificata con due
sigle FSP (Familial Spastic Paraparesis) e HSP (Hereditary Spastic
Paraplegia). Le HSP sono un gruppo di malattie neurodegenerative
ereditarie clinicamente eterogenee il cui sintomo cardine é la
spasticita bilaterale agli arti inferiori & legato ad una assonopatia
distale coinvolgente il pattern motorio. Tale sintomatologia & dovuta
al graduale deteroriaramento dei motoneuroni superiori dei tratti
corticospinali discendenti e delle fibre ascendenti della corda
spinale. |l processo di deterioramento inizia all'estremita
dell’assone e procede in senso retrogrado verso il soma cellulare,
in un processo che & stato denominato “diying back axonal
degeneration”. In funzione della clinica, le HSP vengono suddivise
in due grandi gruppi, le forme pure in cui la spasticita & I'unico
sintomo clinico e forme complicate in cui oltre alla spasticita si
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riscontrano sintomi secondari quali incontinenza urinaria,
alterazione della sensibilita e piede cavo. Il 70% dei casi di HSP
sono date da forme a trasmissione autosomica dominante, mentre
le forme autosomiche recessive rappresentano circa il 29% dei casi
e in genere presentano un’insorgenza piu precoce e un decorso piu
grave, il restante 1% & rappresentato da varianti legate al
cromosoma X.

La forma piu comune di HSP a trasmissione autosomica dominante
é SPG4 ed é data da mutazioni allinterno del gene SPAST.
Mutazioni all'interno del gene SPAST vengono riscontrate circa nel
50% dei casi con familiarita per la patologia e nel 10-15% dei casi
sporadici. Sebbene il gene presenti un meccanismo di trasmissione
autosomico dominante e stato stimato che circa un 20% di portatori
di mutazioni all'interno di tale gene siano asintomatici. In genere
tale forma esordisce intorno ai 40 anni ma l'esordio pud variare
dall’eta infantile ai 60 anni. In 1/3 dei casi la spasticita pud essere
accompagnata da deficit della sensibilita profonda e disturbi urinari.
La forma SPG3A é riscontrata in meno del 10% dei casi ad esordio
adulto e nel 30% dei casi dominanti con esordio precoce. In questa
forma la spasticita pud essere accompagnata da atrofia muscolare
distale, atrofia ottica, epilessia, atassia e neuropatia periferica
assonale. Frequentemente i potenziali evocati motori evidenziano
un prolungamento del tempo di conduzione centrale. Infine tra le
forme piu comuni di HSP autosomico dominante troviamo SPG31.
Nella popolazione europea mutazioni nel gene REEP1 vengono
identificate nel 7% dei casi negativi all’analisi del gene SPAST.
SPG31 esordisce tipicamente intorno ai 20 anni. In genere si tratta
di una forma pura raramente vengono identificate forme “silver like”
in cui la spasticita & accompagnata dall’amiotrofia dei muscoli delle
mani. Circa il 40 % dei casi di HSP autosomico recessiva & data
dalla forma SPG11, si tratta di una forma complicata caratterizzata
dall'assottigliamento del corpo calloso spesso accompagnata da
alterazioni della sostanza bianca ed atrofia corticale. La spasticita
€ spesso accompagnata da progressivo declino cognitivo, disartria,
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ed atrofia dei muscoli tenar ed ipotenar. La patologia esordisce
tipicamente entro i 30 anni, pud esordire con un quadro di
parkinsonismo seguito a pochi mesi dall’esordio dalla comparsa
della spasticita agli arti inferiori. Clinicamente la forma SPG11 non
puo essere distinta dalla forma SPG15 data da mutazioni nel gene
ZFYVEZ26 la cui frequenza nella popolazione € minore del 3%. Si
tratta di una forma progressiva che in genere nell’arco di 16 anni da
dipendenza della sedia a rotelle. Altra forma frequente di HSP
autosomico recessiva € la forma SPG7 che rappresenta circa il 5-
7% dei casi. Nella maggior parte dei pazienti si osserva una lieve o
moderata atrofia cerebellare, raramente si osservano ulteriori
sintomi quali atrofia ottica, paralisi sopranucleare e declino
cognitivo. Nonostante sia tipicamente considerata una forma
autosomica recessiva sono stati riscontrati casi in cui la presenza
di una sola mutazione desse il fenotipo malato. Attualmente, due
sono le forme di HSP legate all’X di cui € noto il gene responsabile.
La SPG1 é causata da mutazioni nel gene L1CAM. L1CAM é stato
il primo gene malattia identificato per le HSP. In realta, mutazioni in
L1CAM oltre ad essere responsabili di HSP tipo SPG1 possono
determinare una serie di patologie quali idrocefalo congenito da
stenosi dell’acquedotto di Silvio (HSAS), sindrome MASA (ritardo
mentale, afasia, andatura trascinata, pollici addotti) e agenesia del
corpo calloso (ACC). Tutte queste patologie sono correlate tra loro
e possono essere indicate col termine di sindrome L1.

Come per le atassie le forme sopra elencate sono solo alcune delle
forme piu frequenti di paraplegia spastica ma ad oggi nella banca
dati Gene Nomenclature Commitee (HGNC) ne sono elencate 50
forme e tale numero € in continua crescita soprattutto per quanto
riguarda le forme complicate dove il quadro sintomatologico si
sovrappone a quello di molte altre malattie neurodegenerative.
Sovrapposizione che rende quindi difficile la diagnosi differenziale
sulla sola base del quadro clinico ed € in questa problematica che
trovano ampia applicazione le tecnologie NGS. Tecnologie che

permettendo I'analisi contemporanea di piu geni superano il vecchio
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flusso di lavoro della diagnostica molecolare in cui veniva analizzato
un gene per volta partendo da quelli piu frequenti € man mano a

quelli piu rari protraendo a tempi estremamente lunghi la diagnosi.
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3. MATERIALI E METODI

3.1 Pazienti

Lo studio & stato condotto su 78 pazienti reclutati presso il Centro
di Genetica Molecolare delllRCCS Neuromed. Il consenso
informato scritto € stato ottenuto da tutti i pazienti arruolati nello
studio.

Ogni paziente & stato sottoposto a visita neurologica, consulenza
genetica, analisi strumentali. Nello studio sono stati inclusi tutti i
pazienti che presentavano:

o Esame neurologico che ponesse un sospetto clinico di
Atassia o di paraparesi spastica o forma mista atasso/spastica o
quadri neurologici complessi con una forte componente atassica
e/o spastica;

o Studio neurofisiopatologico compatibile con una diagnosi di
sindrome atassica e/o spastica;

o Studio di neuroimmagini compatibile con una diagnosi di
sindrome atassica e/o spastica

o Negativi ad analisi molecolare di primo livello per espansioni
di triplette all'interno dei geni ATXN1, ATXN2, ATXN3, CACNA1A,
ATXN7 e FXN (variazioni frequenti ma non identificabili mediante

sequenziamento).

| pazienti sono stati classificati in funzione della sintomatologia in:
o Atassici, Spastici, Atasso/spastici, Fenotipi complessi
(fenotipi in cui l'atassia e la spasticita erano solo una delle
manifestazioni cliniche di un quadro sindromico)

o Modalita di ereditarieta (casi sporadici e casi familiari)

In funzione di tali criteri la casistica € composta da:

. 20 pazienti con fenotipo atassico di cui 8 sporadici e 12 con
familiarita.
. 42 pazienti con fenotipo spatico di cui 27 sporadici e 15 con
familiarita.
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o 2 pazienti con fenotipo misto atasso/spastico entrambi
sporadici.
o 14 pazienti con fenotipo complesso di cui 8 sporadici e 6 con
familiarita.
Inoltre, ove possibile, un prelievo di sangue é stato eseguito, previo

consenso informato, anche sui familiari dei pazienti.

3.2 Pannello NGS con geni selezionati

3.2.1 Selezione dei geni

Il DNA dei 78 pazienti & stato sottoposto ad analisi di sequenza delle
regioni codificanti e delle giunzioni esone-introne di un pannello
custom di 105 geni responsabili di atassia e/o paraplegia spastica
mediante la piattaforma MiSeq dell’lllumina.

La selezione dei geni & stata effettuata mediante la ricerca e lo
studio di articoli scientifici sui principali database di letteratura
biomedica e di malattie geneticamente determinate utilizzando un
elenco di parole chiave che meglio definivano il fenotipo di nostro
interesse. Le parole chiave utilizzate sono state: “ataxia”,
“cerebellar ataxia”, “spinocerebellar ataxia”, “episodic ataxia”,
“spastic paraplegia”, “spastic quadriplegic”, “Strimpell-Lorrain
disease”, “familial spastic paraparesis”, “hereditary spastic
paraplegia” e “spastic ataxia”.

| database consultati sono stati PubMed, “Online Mendelian
Inheritance in Man” (OMIM) e “the Human Gene Mutation Database
Professional Version” (HGMD).

PubMed & una banca dati di letteratura scientifica biomedica
sviluppata dal National Center of Biotechnology Information (NCBI).
Comprende oltre 29 milioni di citazioni di letteratura biomedica tratte
dalla banca dati “Medical Literature Analysis and Retrieval System
Online” (MEDLINE), riviste scientifiche e libri online. Le citazioni
possono collegarsi a contenuti “full-text” da PubMed Central a siti

web di editori.
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OMIM & una banca dati che fornisce la descrizione delle malattie e
dei caratteri fenotipici ereditari e dei geni ad esse correlate. Questo
database & stato sviluppato all'inizio degli anni '60 dal Dr. Victor A.
McKusick ed oggi & costantemente aggiornato da parte del’NCBI.
HGMD é una banca dati di mutazioni responsabili di alterazioni e
disfunzioni di geni nucleari in malattie ereditarie umane. Ogni
mutazione, all'interno della banca dati, &€ presente una sola volta ed
e riportata in associazione alla prima fonte bibliografica in cui & stata
descritta.

Il pannello €& stato disegnato in modo da ottenere ampliconi su tutte
le regioni codificanti e le giunzioni esone introne dei geni di
interesse. Infine ogni amplicone ha un coverage stimato di almeno
50X. Il coverage & una misura di ridondanza ovvero rappresenta il
numero di volte che un nucleotide & stato "letto" durante il
sequenziamento (Coverage= Throughput / Regione di interesse). I
coverage viene, quindi, considerato come un indice di accuratezza
dell'analisi. Quante piu volte la regione di interesse sara stata letta
tanto piu bassa € la probabilita che ci siano stati errori durante il
sequenziamento.

3.2.2 Preparazione delle librerie e sequenziamento

Le librarie per il sequenziamento sono state preparate mediante |l
protocollo standard del kit SeqCap EZ Inherited Disease Panel
(Roche) e sequenziate con protocollo paired-end sulla piattaforma
MiSeq dell’lllumina.

Il protocollo di lavoro ha previsto i seguenti step:

1. preparazione delle librerie a partire da DNA genomico (gDNA)
col kit KAPA HyperPlus Library Preparation (Roche).

2. amplificazione delle librerie mediante il kit KAPA HiFi HotStart
ReadyMix (2X) (Roche);

3. cattura delle regioni target mediante ibridazione delle librerie con
il pool di sonde SeqCap EZ (Roche).

4. purifica del campione catturato usando il kit di ibridazione e
lavaggio SeqCap Hybridization and Wash (Roche)
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5. amplificazione del campione di DNA catturato usando KAPA HiFi
HotStart ReadyMix (2X).

6. sequenziamento del campione di DNA catturato e amplificato
mediante la piattaforma MiSeq dell’lllumina.

3.2.3 Analisi dei dati

| dati ottenuti sono stati elaborati mediante MiSeq Reporter
Software 1.3.17. A fine della fase di sequenziamento il software
converte le immagini di fluorescenza acquisite in sequenze
nucleotidiche dette “reads”. Le reads generate vengono poi
sottoposte ad analisi qualitativa mediante un’analisi statistica che
calcola la probabilita di errore nella lettura del nucleotide. Una corsa
pud essere definita di buona qualita quando almeno il 50% delle
reads hanno superato il controllo qualitativo e il 75% delle basi ha
uno Q-Score (previsione delle probabilta di errore
nell'identificazione delle basi) =30.

Le reads generate e i Quality Score ad esse associate sono
organizzate in un file di output in formato FASTQ. | file FASTQ
vengono poi utilizzati per la fase di allineamento delle reads
generate con il genoma di riferimento (GRC37/hg19). Terminata la
fase di allineamento si ha il processo di “variant calling”. Durante
questa fase ogni qual volta che il software rileva una discrepanza
tra la sequenza di riferimento e la sequenza del nostro campione la
variante viene annotata. Tale processo identifica tutte le varianti
presenti nel campione in esame annotando dai polimorfismi alle
mutazioni, ma anche le eventuali varianti derivanti da errori di
sequenziamento. Per ogni variante viene annotata la coordinata
cromosomica, il gene, il nucleotide wildtype e quello mutato,
I'eventuale cambio aminoacidico, la profondita di lettura per quella
base, la percentuale di letture che contengono la variante e i
parametri qualitativi.

Al fine di valutare I'eventuale effetto patogeno di tutte le varianti che
avessero passato i principali filtri qualitativi sono stati consultati
database quali Exome Aggregation Consortium (ExXAC), Short
Genetic Variation (dbSNP) ClinVar, Exome Variant Server e 1000
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Genomes ed effettuate analisi di predizione in silico mediante tools
bionformatici quali Mutation Taster, SIFT, Provean, Polyphen-2.
Infine il tool di allineamento multiplo di sequenze GERP & stato
utilizzato per valutare la conservazione del nucleotide “wild type”
nei mammiferi mentre per le sole varianti missenso é stato utilizzato
il tool PhyloP20 per valutare la conservazione del’amminoacido
“‘wild type” nei mammiferi Una variante €& stata classificata come
patogena qualora presentasse almeno due dei seguenti criteri:
. Descritta in letteratura e/o database di riferimento in
associazione a fenotipo atassico e/o spastico.
. Bassa frequenza nella popolazione generale dell’allele

le varianti non devono essere presenti con una frequenza
maggiore del 15% tra i pazienti inclusi nello studio
. Classificata come dannosa in almeno due su tre siti di
predizione in-silico.
. Localizzata in una regione cromosomica la cui sequenza
nucleotidica &€ conservata nelle specie.
. Variante de novo o ereditata da un parente affetto.
. Il fenotipo clinico correla con quello riportato in letteratura
relativamente al gene in questione.
3.2.4 Validazione pannello

Dall’analisi dei dati sono state identificate 22 varianti con potenziale
significato patogeno. Di queste, 4 sono state confermate mediante
metodica sanger nel probando, 7 in 4 pazienti per | quali si
disponeva di un familiare per lo studio di segregazione. Il
sequenziamento Sanger €& preceduto dall’amplificazione delle
regioni di interesse mediante PCR. Mediante il software Integrative
Genomics Viewer (IGV) é stato identificato I'esone in cui queste
varianti fossero localizzate. Con il tool gratuito disponibile on line
Primer Blast della NCBI sono stati disegnati i primer per

I'amplificazione della regione genomica di interesse. (Tab. 1)
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GENE |TRASCRITTO| ESONE | SEQUENZA PRIMER (5" —>3')
agtagtactctecectttet
tetagttggtaacaagaggc
geatgectataatcceage
ticgaggctgeagtzaact
tictaacaataccgaattaagg
taggagtgaaattgetzgct
gattacaggeatgagecac
gtacataactttctactctgaa
acctattgctcagactatta

10-11-12

15
SPAST | NM_014946.3

13

| )

SPG7 | NM_003119.2 ceglgeaacagagegaga

' - - 15 tecceccgggttctagattt
ACACCGAGCAATAGACCCAG
g at gicagectty gaggactg

SPTBN2 | NM 006946 geagaagacagggacgigaca
- ctecteccectgette titg

gggaggeagaaacageatca

18 tecctetgtgatgttticeca
tcagctgagatctagacaateca

agcttgagtctgtegtigeta
totaccaactgttgagatggaga

cttcctgcageaaattgg gg

caagcgtoccctetggatigt

Tabella 1: In tabella sono riportati il gene in cui & stata identificata la variante in

SPGII | NM_025137.3

PNKP | NM 0072154 1

esame, il trascritto canonico, I'esone e le sequenze dei primer utilizzate.

L’amplificazione & stata eseguita usando 25 pl di reagenti con 50
ng di DNA. La miscela di reazione conteneva 1X PCR Buffer, 1 mM
MgCI2, 0.2 mM dNTPs, 25 pmol/pl dello specifico primer senso, 25
pmol/ul primer antisenso, 1.25 u/ul GoTaq Flexi DNA polymerase
(Promega), H20 MilliQ a volume. Il profilo termico utilizzato per la
reazione di amplificazione é stato denaturazione iniziale a 95°C per
4 minuti, seguita da 35 cicli di 30 secondi a 95°C, 30 secondi alla
temperatura di melting (compresa tra i 56 e i 60°C), 30 secondi a
72°C, al termine dei 35 cicli un’estensione finale di 6 minuti 72°C.
L’avvenuta reazione di amplificazione € stata verificata mediante
elettroforesi su gel di agarosio (1,8% agarosio in 1X TBE buffer). |
prodotti PCR sono stati purificati con il Kit MinElute PCR Purification
(Qiagen). La reazione di sequenza & stata eseguita con 10 pl di

reagenti e 20ng del prodotto purificato. La miscela di reazione
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conteneva 1X Buffer, 1X BigDye Terminator v 3.1 (Applied
Biosystems) 10 pmol/ul dello specifico primer senso o antisenso,
H20 MilliQ a volume. |l prodotto di sequenza & stato purificato con
il kit DyeEx 2.0 Spin Kit (Qiagen) ed analizzato mediante
elettroforesi capillare su ABlI 3100 Genetic Analyzer (Applied

Biosystems).
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3.3 Pannello esoma clinico

L’analisi di sequenziamento mediante esoma clinico & stata
condotta in 16 dei 62 pazienti risultati negativi allanalisi di
sequenziamento mediante pannello NGS con geni selezionati, e in
cui é stato possibile reperire il campione biologico di un familiare.

Dei 16 pazienti selezionati:

o 3 con paraplegia spastica (2 familiari, 1 sporadico)
o 6 con fenotipo atassico (1 familiare, 5 sporadici)
o 1 con fenotipo atasso-spastico senza familiarita
o 6 con fenotipo complesso (3 familiari, 3 sporadici)

L’esoma clinico € 'analisi contemporanea di tutti i geni ad oggi
associati a malattia. Per I'analisi del’esoma clinico & stato utilizzato
il kit CE-IVD Clinical Exome Solution (SOPHIA Genetics) e
sequenziate con protocollo paired-end sulla piattaforma MiSeq
delllllumina. Il kit permette I'analisi contemporanea di 4493 geni
associati a patologia €& inoltre implementato da una piattaforma
dedicata, SOPHIA DDM (SOPHIA Genetics) per lanalisi e
l'interpretazione dei dati.

3.3.1 Preparazione delle librerie e sequenziamento

Le librerie per il sequenziamento sono state preparate mediante il
protocollo standard del kit Clinical Exome Solution (SOPHIA
GENETICS) e sequenziate con protocollo paired-end sulla
piattaforma MiSeq dell’lllumina.

Il protocollo di lavoro ha previsto i seguenti step:

1. preparazione delle librerie a partire da DNA genomico
(9DNA)

2 amplificazione delle librerie

3 cattura delle regioni target mediante ibridazione delle librerie
4. purifica del campione catturato

5 amplificazione del campione di DNA catturato

6 sequenziamento del campione di DNA catturato e

amplificato mediante la piattaforma MiSeq dell’lllumina.
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3.3.2 Analisi dei dati

Come per I'analisi del pannello NGS target ci si & avvalsi del MiSeq
Reporter Software 1.3.17 per la generazione dei file FASTQ. | file
FASTQ generati sono poi stati caricati sulla piattaforma SOPHIA
DDM (SOPHIA Genetics). Il software esegue quindi le fasi di
“alignment” e di “variant calling”, un’analisi qualitativa delle reads ed
un’analisi bioinformatica di tutte le varianti con un coverage=20. La
piattaforma fornisce informazioni sulla frequenza della variante
nella popolazione generale annotata nelle principali banche dati di
riferimento, consulta tre banche dati (ESP, 1000 genomes, ExXAC)
inoltre verifica la frequenza della variante identificata in tutta la
casistica delle analisi precedentemente caricate fino a fornire anche
'elenco dei pazienti in cui & stata identificata, e nella casistica di
tutti gli utilizzatori della piattaforma. |l software inoltre consulta tre
siti di predizione in silico (Mutation taster, Polyphen-2 e SIFT) per
verificare I'effetto patogeno della variante. In funzione dall’analisi
bioinformatica effettuata fornisce gia una classificazione delle
varianti in varianti di classe A ovvero varianti ad alto significato
patogeno, varianti a potenziale effetto patogeno, classe B, classe C
varianti a significato incerto infine varianti di classe D ovvero varianti
verosimilmente benigne. La piattaforma permette di collegarsi
direttamente sulla pagina di riferimento EXAC, IGV, ClinVar NCBI,
Google, OMIM e ALAMUT. Per I'analisi dei dati & possibile sfruttare
tutte queste informazioni per impostare filtri personalizzati in
funzione delle proprie esigenze d’analisi. Nel nostro caso é stato
impostato un filtro che escludesse tutte le varianti introniche ad
eccezione di quelle situate a meno di 25bp dall’esone, tutte le
varianti sinonime e tutte le varianti presenti in ExXAC con una
frequenza =0.001. Un ulteriore filtro si & basato sull’ esclusione di
tutte le varianti identificate nei precedenti esperimenti di CES in
soggetti con fenotipo differente da quello in studio. Sono, poi, state
escluse tutte le varianti presenti nel familiare sano, qualora
analizzato e incluse tutte quelle presenti nel familiare affetto,
qualora analizzato. Sono state prese in considerazione le sole
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varianti in cui almeno due delle analisi di predizione in silico da parte
dei tool indagati dal software (Mutation taster, Polyphen2, SIFT) ne
conferissero un effetto patogeno. Infine sono state incluse le
varianti che avessero una frequenza <0.001 anche nelle ulteriori
due banche dati consultate dal software (1000 genomes ed ESP).
L’analisi bioinformatica col Sophia DDM ¢ stata integrata mediante
i tool di allineamento multiplo di sequenza GERP e PhyloP20 per
verificare il grado di conservazione del punto in cui ricadeva la
variante identificata nei mammiferi.

In questo tipo di approccio fondamentale & stata la comparazione
del fenotipo del paziente col fenotipo causato dal gene candidato.
Per la classificazione della variante sono stati utilizzati gli stessi
criteri utilizzati per le varianti identificate mediante pannello NGS
target.

3.3.3 Validazione del pannello

D’all’analisi dei dati sono state identificate 3 varianti con potenziale
significato patogeno in due differenti pazienti. Mediante metodica
Sanger € stata studiata la segregazione delle varianti identificate
all'interno della famiglia. Il sequenziamento Sanger € preceduto
dall’amplificazione delle regioni di interesse mediante PCR con il

disegno dei primer mediante il tool Primer Blast della NCBI (Tab.

2)
GENE | TRASCRITTO|ESONE| SEQUENZA PRIMER (5' —>3')
17 aaatcgggcatcttgectca
POLR34 | NM 007055 elclgllggagciglgac
- 19 tcagaatcgtgegectigaa
cagctcatgtgcaaaacgtg
ABCDI | NM 000033 | 7 cea Iglpagcelelesalg
- gictaaagtgccaggtgec

Tabella 2: In tabella sono riportati il gene in cui € stata identificata la variante in
esame, il trascritto canonico, I'esone amplificato, e le sequenze dei primer

utilizzate.

L’amplificazione & stata eseguita usando 25 pl di reagenti con 50
ng di DNA. La miscela di reazione conteneva 1X PCR Buffer, 1 mM

MgCI2, 0.2 mM dNTPs, 25 pmol/ul dello specifico primer senso, 25
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pmol/ul primer antisenso, 1.25 u/ul GoTaq Flexi DNA polymerase
(Promega), H20 MilliQ a volume. Il profilo termico utilizzato per la
reazione di amplificazione é stato denaturazione iniziale a 95°C per
4 minuti, seguita da 35 cicli di 30 secondi a 95°C, 30 secondi alla
temperatura di melting (compresa tra i 56 e i 60°C), 30 secondi a
72°C, al termine dei 35 cicli un’estensione finale di 6 minuti 72°C.
L’avvenuta reazione di amplificazione € stata verificata mediante
elettroforesi su gel di agarosio (1,8% agarosio in 1X TBE buffer). |
prodotti PCR sono stati purificati con il Kit MinElute PCR Purification
(Qiagen). La reazione di sequenza & stata eseguita con 10 pl di
reagenti e 20ng del prodotto purificato. La miscela di reazione
conteneva 1X Buffer, 1X BigDye Terminator v 3.1 (Applied
Biosystems) 10 pmol/ul dello specifico primer senso o antisenso,
H20 MilliQ a volume. |l prodotto di sequenza & stato purificato con
il kit DyeEx 2.0 Spin Kit (Qiagen) ed analizzato mediante
elettroforesi capillare su ABI 3100 Genetic Analyzer (Applied

Biosystems).
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4 RISULTATI

4.1 Casistica e saggio NGS target

Sono stati analizzati 78 pazienti di cui 20 appartenenti al gruppo
Atassico (AT), 42 al gruppo spastico (SP), 2 al gruppo atasso-

spastico (AS) e 14 al gruppo con fenotipo complesso con

componente atasso-spastica (COMP) (Fig.1).

Figura 1: Distribuzione dei pazienti nei differenti fenotipi. (AT: atassico, SP:

CASISTICA

MAT mSP mAS = COMP

spastico, AS: atasso-spastico, COMP: complesso).

| 78 campioni sono stati sottoposti ad analisi di sequenza

mediante tecnologia NGS di 105 geni responsabili di atassia

paraplegia spastica o sindromi atasso-spastiche (Tab.3).

MECCANISMO
GENE FENOTIPO
TRASMISSIONE
ABCB7 Anemina sideroblastica con atassia XL
Polineuropatia, ipoacusia, atassia, retinite pigmentosa e
ABHD12 AR
cataratta
ADCK3 Atassia autosomica recessiva da deficit di ubichinone AR
Atassia spastica di tipo 5 o Atassia spinocerebellare di
AFG3L2 AD/AR
tipo 28
ALDH18A1 Paraplegia spastica di tipo 9A o 9B AD/AR
Paralisi spastica ascendente ereditaria a esordio
ALS2 AR
infantile
ANO10 Atassia spinocerebellare di tipo 10 AR
AP4B1 Paraplegia spastica tipo 47 AR
AP4E1 Paraplegia spastica tipo 51 AR
AP4M1 Paraplegia spastica tipo 50 AR
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AP4S1 Paraplegia spastica tipo 52 AR
AP5Z1 Paraplegia spastica tipo 48 AR
APTX Atassia con aprassia oculomotoria, ipoalbuminemia ad AR
esordio precoce
ATCAY Atassia cerebellare di tipo Cayman AR
ATL1 Paraplegia spastica tipo 3° AD
ATM Atassia — telangectasia AR
ATN1 Atrofia dentato-rubro-pallido-luisiana AD
ATP1A3 Sindrome di Capos AD
ATP8A2 Sindrome da disequilibrio AR
ATXN1 Atassia spinocerebellare di tipo 1 AD
ATXN10 Atassia spinocerebellare di tipo 10 AD
ATXN2 Atassia spinocerebellare di tipo 2 AD
ATXN3 Malattia di Machado-Joseph AD
ATXN7 Atassia spinocerebellare di tipo 7 AD
BEAN1 Atassia spinocerebellare di tipo 31 AD
BSCL2 Paraplegia spastica tipo 17 AD
Corf72 Demenza frontotemporale e o sclerosi laterale AD
amiotrofica di tipo 1
CAB Atassia con disabilita cognitiva, ritardo nella AR
deambulazione e ipoplasia cerebellare.
CACNA1A Atassia spinocerebellare di tipo 6 AD
CACNA1G Atassia spinocerebellare tipo 42 AD
CACNB4 Atassia episodica tipo 5 AD
CAMTA1 Atassia cerebellare non progressiva con disabilita AD
cognitiva
CASK Deficit cognitivo legato all'X, tipo Najm XLD
cCTSs Neuropatia autonomica e sensoriale ereditaria - AR
paraplegia spastica
CLCN2 Leucoencefalopatia con atassia AR
CLN5 Ceroidolipofuscinosi neuronale dell'infanzia tardiva AR
CYP27A1 Xantomatosi cerebrotendinea AR
CYP7B1 Paraplegia spastica tipo 5° AR
DNMT1 Atassia cerebellare, ipoacusia e narcolessia AD
ELOVL4 Atassia spinocerebellare di tipo 34 AR/AD
ENTPD1 Paraplegia spastica tipo 64 AR
ERLIN2 Paraplegia spastica tipo 18 AR
EXOSC3 Ipoplasia pontocerebellare tipo 1B AR
FA2H Paraplegia spastica tipo 35 AR
FGF14 Atassia spinocerebellare tipo 27 AD
FLVCR1 Atassia del cordone posteriore - retinite pigmentosa AR
FMR1 Sindrome da X fragile con tremore e atassia XLD
FXN Atassia di Friedreich AR
GAD1 Tetraplegia spastica congenita ereditaria AR
GJC2 Paraplegia spastica tipo 44 AR
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GOSR2 Epilessia mioclonica progressiva tipo 6 AR
GRM1 Paraplegia spastica tipo 44 AD/AR
ITPR1 Paraplegia spastica tipo 15 o tipo 29 AD
KCNA1 Atassia episodica AD
KCNC3 Atassia spinocerebellare tipo 13 AD
KCND3 Atassia spinocerebellare tipo 19 AD

KCNJ10 Sindrome di SESAME AR

KIAA0196 Paraplegia spastica tipo 8 AD
KIAA0226 Spinocerebellare atassia di tipo 15 AR
KIF1A Paraplegia spastica tipo 30 AR
KIF5A Paraplegia spastica tipo 10 AD

L1CAM sindrome di MASA XLR
LAMA1 Sindrome di Poretti-Boltshauser AR
LAMB1 Lissencefalia di tipo 5 AR
MARS2 Atassia spastica tipo 3 AR
MTPAP Atassia spastica tipo 4 AR
NOP56 Atassia spinocerebellare tipo 36 AD
OPHN1 Deficit cognitivo legato all'X - ipoplasia cerebellare XLR
PDYN Atassia spinocerebellare tipo 23 AD
PEX7 Disordine della biogenesi dei perossisomi tipo 9b AR
PHYH Malattia di Refsum AR
PNKP Atassia con aprassia oculomotoria tipo 4 AR

PNPLA6 Paraplegia spastica tipo 39 AR
POLG Atassia spinocerebellare con epilessia AR

PPP2R2B Atassia spinocerebellare tipo 12 AD

PRKCG Atassia spinocerebellare tipo 14 AD
REEP1 Paraplegia spastica tipo 31 AD
SACS Atassia spastica tipo Charlevoix-Saguenay AR
SCN2A Encefalopatia epilettica tipo 11 AD
o Atassia spinocerebellare associata a neuropatia AD

assonale, tipo 2
SIL1 Atassia spastica tipo Charlevoix-Saguenay AR
SLC16A2 Sindrome di Allan-Herndon-Dudley XL
SLC1A3 Atassia episodica tipo 6 AD
SLC33A1 Paraplegia spstica tipo 42 AD

SLC9A6 Sindrome di Christianson XLD
SPAST Paraplegia spastica tipo 4 AD
SPG11 Paraplegia spastica tipo 11 AR
SPG20 Sindrome diTroyer AR
SPG21 Sindrome di Mast AR
SPG7 Paraplegia spastica tipo 7 AR

SPTBN2 Atassia spinocerebellare tipo 5 o tipo 14 AD/AR
SYNE1 Atassia spinocerebellare tipo 8 AR
SYT14 Atassia spinocerebellare di tipo 11 AR
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TBP Atassia spinocerebellare di tipo 17 AD
Atassia spinocerebellare associata a neuropatia
TDP1 -
assonale
TGM6 Atassia spinocerebellare di tipo 35 AD
TRPC3 Atassia spinocerebellare di tipo 41 AD
Malattia mitocondriale fatale da difetto combinato della
TSFM AR
fosforilazione ossidativa, tipo 3
TTBK2 Atassia spinocerebellare di tipo 11 AD
TTPA Atassia con deficit della vitamina E AR
VLDLR Sindrome da disequilibrio AR
WFS1 Sindrome di Wolfram AR/AD
Wwwox Atassia spinocerebellare di tipo 1 AR
ZFYVE26 Paraplegia spastica di tipo 15 AR
ZFYVE27 Paraplegia spastica di tipo 33 AD

Tabella 3: In tabella sono riportati i geni selezionati, il fenotipo associato e il
meccanismo di trasmissione (AD: autosomico dominante, AR: autosomico

recessivo, XL: legato al cromosoma X, XLD: legato al cromosoma X ma con

trasmissione dominante, -: ancora non nota).

Il saggio & stato disegnato in modo da sequenziare le regioni
codificanti e le giunzioni esone-introne dei 105 geni con una
copertura media percentuale del target = 50X. Le reads generate
hanno una lunghezza media di 150 bp. In media il 90% delle reads
presentavano un Q-Score 230. Per ogni paziente sono state
identificate una media di 1000 varianti con un minimo di 800 ad un

massimo di 1200 varianti a campione.
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4.1.1 Varianti e geni

11 20,5% (16 di 78) dei pazienti é risultato positivo all’analisi, per un

totale di 23 varianti identificate (Tab.4).

PAZIENTE VARIANTE VARIANTE
GENE dbSNP ID | GENOTIPO
(ID) NUCLEOTIDICA PROTEICA
Paziente 1
(235) SPAST c.1378 C>T p.Arg460Cys rs878854990 hz
Paziente 2
SPAST c.1679C>T p.Pro560Leu nr hz
(Z290)
Paziente 3
SPAST c.1537-8T>G - nr hz
(2143)
Paziente 4
SPAST c.1537-8T>G - nr hz
(z265)
Paziente 5
SPAST | c¢.1245+1G>A - rs875989878 hz
(2192)
Paziente 6
SPAST c.1414-2A>T - nr hz
(Z424)
SPG11 €.6331dupG p.Glu2111GlyfsTer38 nr hz
Paziente 7
(2286) SPG11 c.6175C>T p.Arg2059Trp nr hz
SPG11 ¢.5986dupT p.Cys1996LeufsTer4 | rs312262775 hz
Paziente 8 c.3291+3A>G - nr hz
SPG11
(Z766) €.2842dupG p.Val948GlyfsTer6 | rs312262750 hz
Paziente 9 SPG7 C.233T>A p.Leu78Ter rs121918358 hz
(Z2261) c.1940C>A p.Ala647Glu nr hz
Paziente 10
KCNC3 c.2197C>A p.GIn733Lys nr hz
(2578)
Paziente 11
SPTBN2 c.5662G>T p.Ala1888Ser nr hz
(2436)
Paziente 12 | AP5Z1 c.985G>A p.Val329Met rs764235114 hz
(2450) GRM1 c.3388G>C p.Asp1130His nr hz
Paziente 13
SYNE1 | c.19893+2T>C - nr oz
(2503)
Paziente 14
SPTBN2 c.830A>G p.Tyr277Cys nr hz
(Z770)
Paziente 15 c.3317T>A p.Met1106Lys nr hz
LAMB1
(Z781) c.313C>G p.Pro105Ala nr hz
Paziente 16
PNKP c.148C>G p.GIn50Glu rs756746191 oz
(21107)

Tabella 4: In tabella sono riportati il paziente in cui € stata identificata una variante
potenzialmente patologica, il gene in cui & stata identificata, la variante
nucleotidica in funzione della regione codificante, la variante proteica, I'eventuale
ID della banca dati dbSNP, e il genotipo (nr: non riportato; hz: eterozigote; oz:

omozigote).
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Le varianti identificate sono state riscontrate in 9 geni responsabili
di atassia e/o paraplegia spastica e una variante € stata identificata
nel gene LAMB1 responsabile di Lissencefalia di tipo 5 in cui
'atassia e la spasticita possono essere sintomi di un quadro
sindromico piu complesso

I 29% delle varianti & stata identificata all’interno del gene SPAST
confermando i dati di letteratura in cui tale gene risulta il piu
frequentemente mutato in pazienti con fenotipo spastico puro. Il
19% delle varianti sono state identificate nel gene SPG17il 10% nei
geni SPG7, SPTBNZ2 e LAMB1 infine il 5% nei geni AP5Z1, GRM1,
SYNE1, KCNC3 e PNKP (Fig.2).

35%
30%
25%

20%
15%
10%

0%

SPAST 5PG11 S5PG7 SPTBN2Z LAMB1 AP571 GRM1 SYNE1 KCNC3 PNKP

Figura 2: Distribuzione delle varianti potenzialmente patogene: 29% nel gene
SPAST, 19% nel gene SPG11 il 10% nei geni SPG7, SPTBN2 e LAMBT1 infine il
5% nei geni AP5Z1, GRM1, SYNE1, KCNC3 e PNKP.

Delle 23 varianti identificate 7 sono localizzate nel sito di splicing e
pertanto putativamente responsabili di splicing alternativo. Le
restanti 16 varianti sono tutte localizzate all'interno della regione
codificante del gene. Di queste 12 sono varianti missenso, ovvero
che causano un cambio amminoacidico nella proteina codificata dal
gene, 3 sono varianti frameshift, ovvero che causano uno
slitamento del codice di lettura con conseguente cambio

amminoacidico fino alla formazione di un codone di stop prematuro,
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infine 1 variante € una stop gained, ovvero che causa la formazione

di un codone di stop prematuro (Tab.5).

VARIANTE VARIANTE
GENE dbSNP ID | EFFETTO | LOCALIZZAZIONE
NUCLEOTIDICA PROTEICA
SPAST c.1378 C>T p.Arg460Cys rs878854990 | Missenso Esonica
SPAST c.1679C>T p.Pro560Leu Nr Missenso Esonica
SPAST c.1537-8T>G - Nr Splicing Sito di splicing
SPAST c.1537-8T>G - Nr Splicing Sito di splicing
SPAST | c¢.1245+1G>A - rs875989878 | Splicing Sito di splicing
SPAST c.1414-2A>T - Nr Splicing Sito di splicing
SPG11 €.6331dupG p.Glu2111GlyfsTer38 Nr Frameshift Esonica
SPG11 ¢.5986dupT p.Cys1996LeufsTer4 | rs312262775 | Frameshift Esonica
c.3291+3A>G - Nr Splicing Sito di splicing
SPG11
€.2842dupG p.Val948GlyfsTer6 | rs312262750 | Frameshift Esonica
Stop
c.233T>A p.Leu78Ter rs121918358 . Esonica
SPG7 gained
c.1940C>A p.Ala647Glu Nr Missenso Esonica
KCNC3 c.2197C>A p.GIn733Lys Nr Missenso Esonica
SPTBN2 c.5662G>T p.Ala1888Ser Nr Missenso Esonica
AP5Z1 C.985G>A p.Val329Met rs764235114 | Missenso Esonica
GRM1 ¢.3388G>C p.Asp1130His Nr Missenso Esonica
SYNE1 | ¢.19893+2T>C - Nr Splicing Sito di splicing
SPTBN2 c.830A>G p.Tyr277Cys Nr Missenso Esonica
c.3317T>A p.Met1106Lys Nr Missenso Esonica
LAMB1
c.313C>G p.Pro105Ala Nr Missenso Esonica
PNKP c.148C>G p.GIn50GIu rs756746191 | Missenso Esonica

Tabella 5: In tabella sono riportati il gene, la variante nucleotidica in funzione
della regione codificante, la variante proteica, I'eventuale ID della banca dati

dbSNP, l'effetto, e la localizzazione.
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4.1.2 Pazienti in cui sono state identificate una o piu

varianti

E stata identificata una variante nel 20,5 % dei pazienti (16 di 78).
Considerando le varie sottoclassi cliniche (non considerando |l
gruppo AS con un numero statisticamente non significativo), la
percentuale dei pazienti positivi oscilla da un minimo di 14% dei
pazienti COMP (2 di 14), ad un massimo di 21,5% dei pazienti SP
(9 di 42), passando per il 20% dei pazienti AT (4 di 20).

Il maggior contributo di pazienti con mutazione identificata & fornito
dal gruppo SP, (56 %, 9/16), seguito in ordine dagli AT (25%, 4 /16),
COMP (12%, 2 di 16); e AS (6 1 di 16).

Dei 78 pazienti, il 42% ha una storia familiare (33/78) mentre |l
restante 58% non ha una anamnesi familiare, e viene considerata
quindi sporadica (45/78). Non & stata identificata una differenza
significativa tra i pazienti sporadici e familiari né considerando i 16
pazienti in cui € stata identificata almeno una variante, (sporadici
9/16, 56%, familiari 7/16. 44%, p=0.48), né considerando gli interi
sottogruppi di sporadici vs familiari (sporadici positivi 9/45, 20%,
familiari positivi 7/33, 21,2%, p=0.89)

Tuttavia, sono state identificate differenze statisticamente
significative nei vari gruppi clinici. Infatti, gli SP familiari sono molto
piu rappresentati degli sporadici (sporadici 3/27, 11,1%, familiari
6/15, 40%, p=0.03), mentre gli AT sporadici sono molto piu
rappresentati dei familiari (sporadici 3/8, 37,5%, familiari 1/12,
8,3%, p=0.13)

Dei 16 pazienti, 10 hanno mostrato una segregazione autosomica
dominante (sia in pazienti familiari che sporadici), mentre 5 una
segregazione autosomica recessiva (solo in casi sporadici).

Dei 10 con AD 1 SP sporadici, 6 SP familiare, 1 AT familiari e 2 AT
sporadici. Dei 6 con AR 2 SP sporadici, 1 AT sporadico, 1 AS
sporadico e 2 COMP sporadici.
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4.1.3 Descrizione genetica e clinica dei pazienti

—>Varianti identificate in geni con modalita di

trasmissione autosomico dominante (SPG4)

Paziente 1, IdZ35

Paziente di sesso femminile con andatura di tipo spastico e
debolezza muscolare. Le indagini strumentali elettromiografia
(EMG), elettroneurografia (ENG) ai quattro arti, risonanza
magnetica (RM) dell’encefalo, potenziali evocati visivi (PEV),
potenziali evocati somatosensoriali (SEP) ai quattro arti e i
potenziali evocati motori (PEM) non mostrano alterazioni
significative. Sulla base della sintomatologia e degli esiti negativi
delle indagini strumentali viene eseguita una diagnosi clinica di una
forma pura di Paraparesi Spastica con esordio a 33 anni (gruppo
SP). In sede di consulenza genetica, viene evidenziata familiarita
per la patologia nella mamma (1:2), nel fratello (II:I), e nel figlio del
fratello (111:1) (Fig.3A).

N JAVEREEIR J SD 6 1) s SPAST c.1378C>T p.Argd60Cys
‘ | AGTAGAC/TGCCTAAA
1 lI ZD O] 1|:| § ]

Figura 3: (A) Albero genealogico: (11:4) probanda, (1:2; 11:1 e 1lI:1) rispettivamente
madre fratello e nipote della probanda con diagnosi clinica di paraparesi spastica.
(B) Elettroferogramma della variante ¢.1378C>T p.Arg460Cys nel gene SPAST
(NM_014946) identificata nella paziente (I1:4).

L’analisi di sequenziamento ha identificato una variante missenso

in eterozigosi nel gene SPAST (NM_014946.3) rs878854990
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c.1378C>T p.Arg460Cys, che causa la sostituzione di un’arginina
con una cisteina nella posizione 460 della proteina. Tale variante &
stata considerata come patologica in quanto gia descritta in
letteratura (Falco et al (2004) in associazione a paraplegia spastica
ereditaria. Inoltre la frequenza della variante non &€ nota né sulla
banca dati EXAC né sulla banca dati 1000 Genomes. L’analisi di
predizione in silico ne conferisce un effetto dannoso in tutti e quattro
i tool utilizzati (Mutation taster, SIFT, PROVEAN, e Polyphen-2.).
PhyloP20 e GERP hanno dato

rispettivamente un punteggio positivo (0,9) e un NR pari a 5.6

L’analisi mediante i tool
indicando che sia il nucleotide wild type che 'amminoacido sono

conservati nei mammiferi (Tab.6)

VARIANTE SPAST  [¢.1378 C>T| p.Argd60Cys | rs878854990
EXAC FREQUENZA
nr
1000 Genomes nr
Prediction Accuracy
MUTATION TASTER Disease causing 1
SIFT Damaging 0
PROVEAN Damaging -8
POLYPHEN-2 Probably damaging 1
mammalian mamm. rankscore
phyloP20 0,9 0,4
NR
GERP 5,6

Tabella 6: Risultati analisi bioinformatica.

La variante é stata confermata mediante sequenziamento di tipo
Sanger nella paziente (1:4) (Fig.3B). Non & stato possibile
effettuare studi di segregazione.

Paziente 2, IdZ90

Paziente di sesso maschile con andatura di tipo spastico e
debolezza muscolare. Le indagini strumentali di elettromiografia
(EMG),
magnetica (RM) dell’encefalo, potenziali evocati visivi (PEV),

elettroneurografia (ENG) ai quattro arti, risonanza

potenziali evocati somatosensoriali (SEP) ai quattro arti e i

potenziali evocati motori (PEM) non mostrano alterazioni

significative. Sulla base della sintomatologia e degli esiti negativi
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delle indagini strumentali viene eseguita una diagnosi clinica di una
forma pura di Paraparesi Spastica con esordio a 44 anni (gruppo
SP). In sede di consulenza genetica, viene evidenziata familiarita

per la patologia nella mamma (1:2) (Fig.4A).

I 1I|ﬂ.z
— SPAST ¢.1679C>T p.Pro560Leu

TGGGTCC/TTATCCG

Figura 4: (A) Albero genealogico: (11:3) probando (l:2) madre del probando con
diagnosi clinica di paraparesi spastica. (B) Analisi di segregazione:
Elettroferogrammi della variante c.1679C>T p.Pro560Leu nel gene SPAST

(NM014946) identificata nel paziente (11:3) e confermata nella mamma (1:2).

L’analisi di sequenza ha identificato una variante missenso in
eterozigosi nel gene SPAST (NM_014946.3) c.1679C>T
p.Pro560Leu che causa la sostituzione di una prolina con una
leucina nella posizione 560 della proteina. La variante & stata
considerata patologica in funzione di tre criteri. L’analisi di
segregazione ha confermato la presenza della variante anche nella
mamma (l:2) (Fig.4B). La frequenza della variante non & nota né
sulla banca dati ExAC né sulla banca dati 1000 Genomes. L’analisi
di predizione in silico ne conferisce un effetto dannoso in tutti e
quattro i tool utilizzati (Mutation taster, SIFT, PROVEAN, e
Polyphen-2.). L'analisi mediante i tool PhyloP20 e GERP hanno
dato rispettivamente un punteggio positivo (0,8) e un NR pari a 5.6
indicando che sia il nucleotide wild type che 'amminoacido sono

conservati nei mammiferi (Tab.7)
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VARIANTE SPAST |c.1679C>T|p.Pro560Leu
ExAC FREQUENZA
nr
1000 Genomes nr
Prediction Accuracy
MUTATION TASTER Disease causing 0,9
SIFT Damaging 0
PROVEAN Damaging -8
POLYPHEN-2 Probably damaging 0,9
mammalian mamm.
rankscore
phyloP20 0,8 0,3
NR
GERP 5,6

Tabella 7: Risultati analisi bioinformatica.

Paziente 3, IdZ143

Paziente di sesso maschile con difficolta nella deambulazione di
tipo spastico.

Durante un ricovero esegue una serie di indagini che non mostrano
alterazioni significative: elettromiografia (EMG), elettroneurografia
(ENG) ai quattro arti, risonanza magnetica (RM) dell’encefalo,
potenziali evocati visivi (PEV), potenziali evocati somatosensoriali
(SEP) ai quattro arti. | potenziali evocati motori (PEM) mostrano agli
arti inferiori una latenza aumentata bilateralmente delle risposte
corticali ed un tempo di conduzione motoria centrale aumentato. Su
tali informazioni viene eseguita una diagnosi clinica di Paraparesi
Spastica con esordio a 35 anni (gruppo SP). In sede di consulenza
genetica, viene evidenziata familiarita per la patologia nello zio
materno (1:3) (Fig.5A).
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SPAST ¢.1537-8T>G
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Figura 5: (A) Albero genealogico: (ll:3) probando (1:3) zio materno del probando
con sintomatologia assimilabile a quella del probando. (B) Analisi di
segregazione. Elettroferogramma della variante ¢.1537-8T>G nel gene SPAST
(NM014946) nel paziente I:3.

L’analisi di sequenziamento ha identificato una variante di splicing
in eterozigosi nel gene SPAST (NM_014946.3) ¢c.1537-8T>G. La
variante € stata considerata patologica in funzione di tre criteri.
L’analisi di segregazione ha confermato la presenza della variante
anche nello zio affetto (Fig.5B). La frequenza della variante non &
nota né sulla banca dati EXAC né sulla banca dati 1000 Genomes.
| punteggi ADA e RF del tool dbscSNV sono stati entrambi di 0.9
confermando 'ipotesi che la variante possa essere causa di splicing
alternativo. L’NR del tool GERP e pari a 5.6 indicando che il

nucleotide wild type & conservato nei mammiferi (Tab.8).

VARIANTE SPAST | ¢.1537-8T>G
FREQUENZA
ExAC nr
1000 Genomes nr
ADA Score RF
Score
dbscSNV 0,9 0,9
NR
GERP 5,6

Tabella 8: Risultati analisi bioinformatica.
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Paziente 4, IdZ265

Paziente di sesso maschile con disturbo della deambulazione di
tipo spastico. Il paziente & stato sottoposto ad analisi strumentali
quali elettromiografia (EMG), elettroneurografia (ENG) ai quattro
arti, risonanza magnetica (RM) dell’encefalo, potenziali evocati
visivi (PEV), potenziali evocati somatosensoriali (SEP) ai quattro
arti e potenziali evocati motori (PEM) ai quattro arti, tali indagini
sono risultate tutte nella norma tranne i PEM dove veniva
evidenziato un lieve aumento bilaterale del tempo di conduzione
motoria centrale. Su tali informazioni viene eseguita una diagnosi
clinica di Paraparesi Spastica con esordio a 30 anni (gruppo SP).
In sede di consulenza genetica, viene evidenziata familiarita per la
patologia nel fratello (11:4) e nel padre (l:1), per i quali viene riportata

una condizione clinica sovrapponibile (Fig.6).

I LITO:

I 1 2 3 4

111 1 O

Figura 6: Albero genealogico: (lI:3) probando, (I:1; II:4) rispettivamente padre e

fratello con diagnosi clinica di paraparesi spastica.

L’analisi di sequenziamento ha identificato una variante in
eterozigosi nel gene SPAST (NM_014946.3) ¢.1537-8T>G, una
mutazione di splicing gia identificata nel Paziente 3 idZ143. Non &

stato possibile eseguire una analisi di segregazione nella famiglia.
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Paziente 5, IdZ192

Paziente di sesso maschile con disturbo della deambulazione di
tipo spastico. Sulla base di informazioni cliniche viene eseguita una
diagnosi di Paraparesi Spastica con esordio neonatale (gruppo SP).
In sede di consulenza genetica, viene evidenziata familiarita per la

patologia nella mamma (ll:1) (Fig.7).

m 1 zl 3 4 5 6 7 9

Figura 7: Albero genealogico: (l1l:2) probando (Z192), (l1:2) madre (Z191) con

diagnosi clinica di paraparesi spastica.

L’analisi di sequenziamento ha identificato una variante di splicing
in eterozigosi nel gene SPAST (NM_014946.3) rs87598987
c.1245+1G>A.

La variante € stata considerata patologica in funzione di tre criteri.
L’analisi di segregazione ha confermato la presenza della variante
anche nella mamma caratterizzata perd da un esordio in eta adulta
(42 aa). La frequenza della variante non & nota né sulla banca dati
EXAC né sulla banca dati 1000 Genomes. | punteggi ADA e RF del
tool dbscSNV sono stati entrambi di 0.9 confermando l'ipotesi che
la variante possa essere causa di splicing alternativo. L’'NR del tool
GERP é pari a 5.7 indicando che il nucleotide wild type & conservato

nei mammiferi (Tab.9).
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VARIANTE |SPAST | c.1245+1G>A|rs875989878
FREQUENZA
ExAC nr
1000 Genomes nr
ADA Score RF Score
dbscSNV 0,9 0,9

NR

GERP 5,7

Tabella 9: Risultati analisi bioinformatica.

Paziente 6, IdZ424

Paziente di sesso femminile con difficolta della deambulazione di
tipo spastico. Durante un ricovero esegue una serie di indagini:
elettroneurografia (ENG) ai quattro arti, risonanza magnetica (RM)
dell’encefalo, potenziali evocati somatosensoriali (SEP) ai quattro
arti e potenziali evocati motori (PEM) ai quattro arti. L’'RM mostra
una tenue e diffusa iperintensita in T2 della sostanza bianca. Su tali
informazioni viene eseguita una diagnosi clinica di Paraparesi
Spastica con esordio a 47 anni (gruppo SP). In sede di consulenza

genetica, non viene evidenziata familiarita per la patologia (Fig.8).

1 1 O2

11 ID 2

9]
IS

93]
IEY

111 1 2

Figura 8: Albero genealogico: (ll:2) probanda.

L’analisi di sequenziamento ha identificato una variante di splicing
in eterozigosi nel gene SPAST (NM_014946.3) c.1414-2A>T. La
variante € stata considerata patogenica sulla base della frequenza
e dell'analisi bioinformatica. La frequenza della variante non & nota
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né sulla banca dati ExXAC né sulla banca dati 1000 Genomes. |
punteggi ADA e RF del tool dbscSNV sono stati entrambi di 0.9
confermando l'ipotesi che la variante possa essere causa di splicing
alternativo. L’'NR del tool GERP e pari a 5.4 indicando che il
nucleotide wild type € conservato nei mammiferi (Tab.10).

VARIANTE SPAST [c.1414-2A5T
FREQUENZA
ExAC nr
1000 Genomes nr
ADA Score RF
Score
dbscSNV 0,9 0,9
NR
GERP 5,4

Tabella 10: Risultati analisi bioinformatica.

—>Varianti identificate in geni con modalita di

trasmissione autosomico recessivo (SPG11, SPG7)

Paziente 7, IdZ286

Paziente di sesso maschile con disturbo dell’andatura di tipo
spastico, disturbo del linguaggio e lieve ritardo intellettivo.

Durante un ricovero esegue una serie di indagini. L’elettromiografia
(EMG), elettroneurografia (ENG) ed i potenziali evocati
somatosensoriali (SEP) ai quattro arti sono risultati nella norma. |
potenziali evocati motori (PEM) hanno evidenziato agli arti inferiori
un aumento bilaterale del tempo di conduzione motoria centrale
associato a notevole riduzione di ampiezza delle risposte corticali.
La risonanza magnetica (RM) dell’encefalo ha evidenziato sfumata
iperintensita marginale periferica dei corni ventricolari frontali,
presenza di asimmetria dei trigoni per prevalenza a destra e minima
cisterna magna retrocerebellare. Su tali informazioni cliniche viene
eseguita una diagnosi clinica di Paraparesi Spastica con esordio a
15 anni (gruppo SP). In sede di consulenza genetica, non viene

evidenziata familiarita per la patologia (Fig.9).
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Figura 9: Albero genealogico: (lll:4) probando.

L’analisi di sequenziamento ha identificato due varianti in
eterozigosi nel gene SPG11 (NM_025137.3). La variante frameshift
c.6331dupG p.Glu2111GlyfsTer38 che causa sostituzioni
amminoacidiche a partire dalla posizione 2111 della proteina fino la
formazione di un codone di stop prematuro nel 38° codone
successivo e la variante frameshift rs312262775 ¢.5986dupT
p.Cys1996LeufsTer4d che causa sostituzioni amminoacidiche a
partire dalla posizione 1996 della proteina fino la formazione di un
codone di stop prematuro nel 4° codone successivo.

Le due varianti sono state considerate patologiche in funzione della
frequenza e dell’analisi di predizione in silico. La frequenza della
variante ¢.6331dupG p.Glu2111GlyfsTer38 non € nota né sulla
banca dati EXAC né sulla banca dati 1000 Genomes. L’'analisi di
predizione in silico € stata effettuata mediante il tool Polyphen-2 che
ne conferisce un effetto dannoso. L'NR del tool GERP € pari a 5.4
indicando che il nucleotide wild type & conservato nei mammiferi
(Tab.11).
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VARIANTE SPG11 |c.6331dqu p.Glu2111GlyfsTer38
ExAC FREQUENZA
nr
1000 Genomes nr
Prediction Accuracy
POLYPHEN-2 Possibly Damaging 0,9
NR
GERP 54

Tabella 11: Risultati analisi bioinformatica.

La frequenza della variante rs312262775 ¢.5986dupT
p.Cys1996LeufsTer4 € pari a 0,000016 sulla banca dati EXAC e non
nota nella banca dati 1000 Genomes. L’analisi di predizione in silico
e stata effettuata mediante il tool Polyphen-2 che ne conferisce un
effetto dannoso. L'NR del tool GERP ¢& pari a 5.4 indicando che il

nucleotide wild type € conservato nei mammiferi (Tab.12).

VARIANTE |SPG11 |c.5986dupT p.Cys1996LeufsTer4 rs312262775
FREQUENZA

ExAC 0,000016

1000 Genomes nr
Prediction Accuracy
POLYPHEN-2| Probably damaging 0,9
NR
GERP 5,3

Tabella 12: Risultati analisi bioinformatica.

Paziente 8, IdZ766

Paziente di sesso maschile con difficolta della deambulazione e
andatura di tipo spastica. L’elettromiografia (EMG) e
I'elettroneurografia (ENG) hanno evidenziato segni neurogeni ai 4
arti.

Su tali informazioni cliniche viene eseguita una diagnosi clinica di
Paraparesi Spastica con esordio a 33 anni (gruppo SP). In sede di
consulenza genetica, non viene evidenziata familiarita per la

patologia (Fig.10A).
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Figura 10: (A) Albero genealogico: (l1:8, I:9) padre e madre sani. (l11:2) probando.
(B) Analisi di segregazione: (11:8) padre wild type per la variante ¢.2842dupG e
eterozigote per la variante ¢.3291+3A>G; (I1:9) madre eterozigote per la variante
€.2842dupG e wild type per la variante c.3291+3A>G.

L’analisi di sequenziamento ha identificato due varianti in
eterozigosi nel gene SPG11 (NM_025137.3). La variante di splicing
c.3291+3A>G e la variante frameshift rs312262750 c.2842dupG
p.Val948GlyfsTer6 che causa sostituzioni amminoacidiche a partire
dalla posizione 948 della proteina fino la formazione di un codone
di stop prematuro nel 6° codone successivo. Stevanin et al (2007)
hanno descritto la variante frameshift rs312262750 ¢.2842dupG
p.Val948GlyfsTer6 nel gene SPG7117 (NM_025137.3) in
associazione a paraplegia spastica ereditaria con modalita di
ereditarieta autosomica recessiva. La patogenicita della variante &
inoltre confermata dall’analisi di segregazione, dalla frequenza e
dallanalisi bioinformatica. Questi ultimi tre criteri conferiscono
patogenicita anche alla seconda variante identificata. Gli studi di
segregazione mediante metodica sanger hanno identificato la
variante ¢.3291+3A>G nel padre (II:8) e la variante rs312262750
€.2842dupG p.Val948GlyfsTer6 nella madre (I1:9) entrambi quindi
portatori sani di una delle due varianti (Fig10B).

La frequenza della variante ¢.3291+3A>G ¢é pari a 0,000008 nella
banca dati EXAC e non & nota nella banca dati 1000 Genomes. |
punteggi ADA e RF del tool dbscSNV sono stati entrambi di 0.9

confermando 'ipotesi che la variante possa essere causa di splicing
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alternativo. L’NR del tool GERP & pari a 5.4 indicando che il

nucleotide wild type & conservato nei mammiferi (Tab.13).

VARIANTE [ SPGI11 | C.3291+3A>G
FREQUENZA
ExAC 0,000008
1000 Genomes nr
ADA Score RF Score
dbscSNV 0,9 0,9

NR

GERP 5,5

Tabella 13: Risultati analisi bioinformatica.

La frequenza della variante rs312262750 ¢.2842dupG
p.Val948GlyfsTer6 non & nota né sulla banca dati EXAC né sulla
banca dati 1000 Genomes. L’analisi di predizione in silico & stata
effettuata mediante il tool Polyphen-2 che ne conferisce un effetto
dannoso. L'NR del tool GERP ¢ pari a 5 indicando che il nucleotide

wild type & conservato nei mammiferi (Tab.14).

VARIANTE |SPGI11 |c.2842dqu|p.VaI948G lyfsTer6 |rs312262750
FREQUENZA
0,000016
1000 Genomes nr
Prediction Accuracy
POLYPHEN-2| Possibly Damaging 0%
NR
GERP 5

ExAC

Tabella 14: Risultati analisi bioinformatica.

Paziente 9, IdZ261

Paziente di sesso maschile con andatura atasso-spastica anserina,
marcia su punte e talloni e postura instabile. |l paziente & stato
sottoposto ad analisi strumentali quali, elettroneurografia (ENG) ai
quattro arti, risonanza magnetica (RM) dell’encefalo, potenziali
evocati visivi (PEV), potenziali evocati somatosensoriali (SEP) ai
quattro arti e potenziali evocati motori (PEM) ai quattro arti. L'RM

ha dato esito di atrofia cerebellare vermiana-paravermiana, ENG,
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PEV e SEP sono risultati nella norma mentre i PEM sono risultati
alterati sia centralmente che perifericamente.

Sulla base di queste osservazioni cliniche viene eseguita una
diagnosi di sindrome atasso-spastica con esordio a 26 anni (gruppo
AS). In sede di consulenza genetica non si evidenza familiarita per

la condizione patologica (Fig.11A).

1 Ol WMM&M

Figura 11: (A) Albero genealogico: (11:4) probando, (II:2) sorella sana. (B) Analisi

§PG7 ¢.233T>Ap.LeuT8Ter SPG7 ¢.1940C>Ap.Ala647Glu
ACGGATT/AGTTGTT cagGGGCMCCAGGA
S

di segregazione il probando (Il:4) eterozigote sia per la variante ¢.233T>A
p.Leu78Ter che per la variante ¢c.1940C>A p.Ala647Glu nel gene SPG7
(NM_003119.2) la sorella (11:2) “wild type” per entrambe le varianti.

L’analisi di sequenziamento ha identificato due varianti in
eterozigosi nel gene SPG7 (NM_003119.2). La variante stop gained
rs121918358 ¢.333T>A p.Leu78Ter che causa la formazione di un
codone di stop prematuro nella posizione 78 della proteina, e la
variante missenso ¢.1940C>A p.Ala647Glu che causa la
sostituzione di una Alanina con un acido glutammico nella posizione
647 della proteina.

Arnoldi et al (2008) hanno descritto per la prima volta la variante
rs121918358 ¢.333T>A  p.Leu78Ter nel gene SPG7
(NM_003119.2) in associazione a soggetti affetti da paraplegia
spastica in uno studio svolto nella popolazione italiana.
Successivamente tale variante & stata descritta in soggetti con

fenotipo misto atasso-spastico da Choquet et al (2016).
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La patogenicita della variante & inoltre confermata dall’analisi di
segregazione dalla frequenza e dall’analisi bioinformatica. Questi
ultimi tre criteri conferiscono patogenicita anche alla seconda
variante identificata. Gli studi di segregazione mediante metodica
sanger hanno escluso la presenza di entrambe le varianti nella
sorella sana (II:2) (Fig.11B).

La frequenza della variante rs121918358 ¢.333T>A p.Leu78Ter &
pari a 0.0004 nella banca dati EXAC e non & nota sulla banca dati
1000 Genomes. Per I'analisi di predizione in silico & stato possibile
consultare solo il tool Mutation taster che ne conferisce effetto
patogeno.

L’analisi mediante i tool PhyloP20 e GERP hanno dato
rispettivamente un punteggio positivo (1) e un NR pari a 5.3
indicando che sia il nucleotide wild type che 'amminoacido sono

conservati nei mammiferi (Tab.15).

VARIANTE SPG7 | ¢233T>A | p.Leu78Ter [rs121918358
FREQUENZA
ExAC 0,0004
1000 Genomes nr
Prediction Accuracy
MUTATION TASTER Disease causing automatic 1
mammalian mamm. rankscore
phyloP20 1 0,7
NR
GERP 5,3

Tabella 15: Risultati analisi bioinformatica.

La frequenza della variante ¢.1940C>A p.Ala647Glu non € nota né
sulla banca dati EXAC né sulla banca dati 1000 Genomes. L’analisi
di predizione in silico ne conferisce un effetto dannoso in tutti e
quattro i tool utilizzati (Mutation taster, SIFT, PROVEAN, e
Polyphen-2.). L’analisi mediante i tool PhyloP20 e GERP hanno
dato rispettivamente un punteggio positivo (0,8) e un NR pari a 5
indicando che sia il nucleotide wild type che 'amminoacido sono

conservati nei mammiferi (Tab.16).
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VARIANTE SPG7 ¢.1940C>A | p.Ala647Glu
ExAC FREQUENZA
nr
1000 Genomes nr
Prediction Accuracy
MUTATION TASTER Disease causing 1
SIFT Damaging 0
PROVEAN Damaging -4,55
POLYPHEN-2 Probably damaging 0,9
mammalian mamm. rankscore
phyloP20 0,8 0,3
NR
GERP 5

Tabella 16: Risultati analisi bioinformatica.

->Varianti identificate in geni rari

Nel pannello sono stati presi in considerazione anche tutti quei geni
di recente identificazione le cui varianti sono state spesso
identificate in una o solo poche famiglie e pertanto i cui dati sulla
penetranza e la frequenza non sono ancora noti.

Paziente 10, IdZ578

Paziente di sesso femminile con difficolta deambulazione con
andatura di tipo spastico. | potenziali evocati somatosensoriali
(SEP) ed i potenziali evocati motori (PEM) ai quattro arti e la
risonanza magnetica (RM) sono risultati nella norma. In sede di
consulenza genetica si evidenza familiarita per la condizione
patologica nel fratello (I11:9), mamma (lI:2), zio (1:4), e il nonno
materno(l:1). (Fig.12).

Sulla base della andatura e del’anamnesi familiare viene eseguita
una diagnosi di paraparesi spastica con esordio a 50 anni (gruppo
SP).
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Figura 12: Albero genealogico: (l11:2) probanda.

L’analisi di sequenziamento ha identificato una variante missenso
in eterozigosi nel gene KCNC3 (NM_004977) c.2197C>A
p.GIn733Lys che causa la sostituzione di una glutammina con una
lisina nella posizione 733. La patogenicita di tale variante rimane in
dubbio. La frequenza della variante non € nota né sulla banca dati
EXaC né sulla banca dati 1000 Genomes. L’analisi di predizione in
silico mediante i tool Mutation Taster e Polyphen2 ne conferisce un
effetto neutrale mentre non ha dato esiti con i tool SIFT e
PROVEAN.

L’analisi mediante il tool PhyloP20 ha dato un punteggio negativo (-
0.07) evidenziando un tasso di evoluzione piu veloce rispetto
all'atteso e quindi tale amminoacido non risulta essere conservato
nei mammiferi. L'NR del tool GERP ha un punteggio intermedio
(2,3) pertanto il nucleotide ricade in un punto moderatamente
conservato (Tab.17). Non e stato possibile effettuare analisi di

segregazione.
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VARIANTE KCNC3 [¢.2197 C>A| p-GIn733Lys
EXAC FREQUENZA
nr
1000 Genomes nr
Prediction Accuracy
MUTATION TASTER Polymorphism 0,9
SIFT nr
PROVEAN nr
POLYPHEN-2 Benign 0,9
mammalian mamm. rankscore
phyloP20 -0,07 0,9
NR
GERP 2,3

Tabella 17: Risultati analisi bioinformatica.

Paziente 11, 1dZ436

Paziente di sesso maschile con andatura regolare con lieve
ipopendolarismo a destra.

L’elettroneurografia (ENG) i potenziali evocati somatosensoriali
(SEP) ai quattro arti ed i potenziali evocati motori (PEM) sono
risultati nella norma. La risonanza magnetica (RM) ha evidenziato
marcata atrofia cerebellare con dilatazione degli spazi
subaracnoidei adiacenti. Sulla base di queste osservazioni cliniche
viene eseguita una diagnosi di atassia spinocerebellare con esordio
a 56 anni (gruppo AT). In sede di consulenza genetica si evidenza
familiarita per la condizione patologica nel padre (lI:4), due zii (lI:1;

II:2), e nella nonna paterna (1:2), (Fig.13).

55



A ) B

0
STITE

m lﬁ ‘ O 2 I ‘ O4 SPTBNZ2 ¢.5662G>T p.Alal1888Ser

- GCCGAGG/TCCTGGGC
v 1%15 lg wﬁ og TO 13 m&ﬂﬁﬂﬂm

Figura 13: (A) Albero genealogico: (IlI:3) probando (2436), (1:2; II:1, 11:2, 11:4)
nonna due zii e padre con diagnosi clinica di atassia spinocerebellare. (B)
Elettroferogramma della variante ¢.5662G>T p.Ala1888Ser nel gene SPTBN2
(NM_006946) del campione Z436.

L’analisi di sequenziamento ha identificato una variante in
eterozigosi nel gene SPTBNZ2 (NM_006946) la variante missenso
c.5662G>T p.Ala1888Ser, che causa una sostituzione di una
alanina con una serina nella posizione 1888 della proteina. La
presenza della variante & stata confermata mediante metodica
sanger nel paziente (l11:3) (Fig.13B).

La patogenicita della variante € stata attribuita in funzione della
frequenza e dell’analisi bioinformatica. La frequenza della variante
€.5662G>T p.Ala1888Ser non € nota né sulla banca dati EXAC né
sulla banca dati 1000 Genomes. L’analisi di predizione in silico ne
conferisce un effetto dannoso in tutti e quattro i tool utilizzati
(Mutation taster, SIFT, PROVEAN, e Polyphen-2.). L’analisi
mediante i tool PhyloP20 e GERP hanno dato rispettivamente un
punteggio positivo (0,9) e un NR pari a 4.7 indicando che sia il
nucleotide wild type che I'amminoacido sono conservati nei

mammiferi (Tab.18).
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VARIANTE SPTBN2 [c¢,5662G>T] p.Ala1888Ser
ExAC FREQUENZA
nr
1000 Genomes nr
Prediction Accuracy
MUTATION TASTER Disease causing 1
SIFT Damaging 0
PROVEAN Damaging -2,6
POLYPHEN-2 Probably damaging 0,8
mammalian mamm. rankscore
phyloP20 0,9 0,4
NR
GERP 4,7

Tabella 18: Risultati analisi bioinformatica.

Paziente 12, 1dZ450

Paziente di sesso maschile con disturbo atassico, marcia allargata
e disturbi dell’equilibrio. | potenziali evocati somatosensoriali (SEP)
ed i potenziali evocati motori (PEM) ai quattro arti sono risultati nella
norma. L’elettromiografia (EMG) ed [Ielettroneurografia (ENG)
hanno evidenziato lieve sofferenza del nervo mediano al canale
carpale bilateralmente, sofferenza neurogena cronica senza
denervazione in atto a distribuzione (C5)-C6 bilaterale ed L5-S1
bilaterale. La risonanza magnetica (RM) ha evidenziato verosimile
falda di igroma bilaterale.

Sulla base di queste osservazioni cliniche viene eseguita una
diagnosi di atassia spinocerebellare con esordio a 52 anni (gruppo
AT). In sede di consulenza genetica si evidenza familiarita per la

condizione nella madre (1:2), e nel fratello (11:5) (Fig.14)
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Figura 14: Albero genealogico: (II:7) probando (Z450), (I:2; 1l:5) mamma e
fratello con diagnosi clinica di atassia spinocerebellare.

L’analisi di sequenziamento ha identificato due varianti missenso in
eterozigosi in due geni differenti. Nel gene AP5Z1 (NM_014855) la
variante missenso rs764235114 ¢c.985G>A p.Val329Met che causa
la sostituzione di una valina con una metionina nella posizione 329
della proteina. Nel gene GRM1 (NM_001278064) la variante
missenso ¢.3888G>C p.Asp1130His che causa la sostituzione di un
acido aspartico con una istidina nella posizione 1130 della proteina.
La patogenicita delle varianti € stata attribuita in funzione della
frequenza e dell’analisi bioinformatica. La frequenza della variante
rs764235114 c.985G>A p.Val329Met nel gene AP5Z1 ¢ pari a
0.00007 nella banca dati EXAC e non nota nella banca dati 1000
Genomes. L’analisi di predizione in silico ne conferisce un effetto
dannoso in tre dei quattro i tool utilizzati (Mutation taster, SIFT, e
Polyphen-2.) la sola predizione del tool PROVEAN ne conferisce un
effetto neutrale. L’analisi mediante i tool PhyloP20 e GERP hanno
dato rispettivamente un punteggio positivo (1) e un NR pari a 5,4
indicando che sia il nucleotide wild type che 'amminoacido sono

conservati nei mammiferi (Tab.19).
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VARIANTE APSZ1 | c.985G>A [p.Val329Met[rs 764235114
FREQUENZA
ExAC 0,00007
1000 Genomes nr
Prediction Accuracy
MUTATION TASTER Disease causing 0,9
SIFT Damaging 0,002
PROVEAN Neutral -2,09
POLYPHEN-2 Probably damaging 1
ma lian mamm. rankscore
phyloP20 1 0,7
NR
GERP 5.4

Tabella 19: Risultati analisi bioinformatica.

La frequenza della variante ¢.3888G>C p.Asp1130His nel gene
GRM1 non & nota né nella banca dati EXAC né nella banca dati
1000 Genomes. L’analisi di predizione in silico ne conferisce un
effetto dannoso in tre dei quattro i tool utilizzati (Mutation taster,
SIFT, e Polyphen-2.) la sola predizione del tool PROVEAN ne
conferisce un effetto neutrale. L’analisi mediante i tool PhyloP20 e
GERP hanno dato rispettivamente un punteggio positivo (1) e un
NR pari a 5,8 indicando che sia il nucleotide wild type che
'amminoacido sono conservati nei mammiferi (Tab.20). Non &

stato possibile eseguire uno studio di segregazione

VARIANTE GRM1 | ¢.3388G>C | p.Aspl1130His
ExAC FREQUENZA
nr
1000 Genomes nr
Prediction Accuracy
MUTATION TASTER Disease causing 1
SIFT Damaging 0,003
PROVEAN Neutral -1
POLYPHEN-2 Probably damaging 0,8
ma lian mamm. rankscore
phyloP20 1 0,7
NR
GERP 5,8

Tabella 20: Risultati analisi bioinformatica.

Paziente 13, IdZ503

Paziente di sesso maschile con disturbi della deambulazione tipo
atassico ad andamento lentamente progressivo, disartria e disturbi
della mobilita oculare. La risonanza magnetica evidenziava atrofia
cerebellare. In funzione del quadro clinico viene eseguita diagnosi

di atassia con esordio a 36 anni (gruppo AT).
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In sede di consulenza genetica non si evidenza familiarita per la

condizione, ma si osserva consanguineita dei genitori (Fig.15).
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Figura 15: Albero genealogico: (IV:3) probando, (l11:1; 111:2) mamma e padre sani

consanguinei tra loro.

L’analisi di sequenziamento ha identificato, in omozigosi, la variante
di splicing ¢.19893+2T>C nel gene SYNE71 (NM_182961). La
frequenza della variante ¢.3291+3A>G non € nota né nella banca
dati EXAC né nella banca dati 1000 Genomes. | punteggi ADA e RF
del tool dbscSNV sono stati entrambi di 0.9 confermando I'ipotesi
che la variante possa essere causa di splicing alternativo. L’NR del
tool GERP & pari a 5.6 indicando che il nucleotide wild type &
conservato nei mammiferi (Tab.21). Non & stato possibile eseguire

uno studio di segregazione.
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VARIANTE SYNEI | ¢.19893+2T>C
FREQUENZA

ExAC nr
1000 Genomes nr

ADA Score RF

Score

dbscSNV 0,9 0,9
NR
GERP 5,6

Tabella 21: Risultati analisi bioinformatica.

Paziente 14, IdZ770

Paziente di sesso femminile con andatura di tipo atassico e disturbi
dellequilibrio. La risonanza magnetica mostra un quadro
significativo di atrofia cerebellare emisferica e soprattutto vermiana
di tipo aspecifico. Viene eseguita diagnosi di atassia
spinocerebellare con esordio a 52 anni (gruppo AT). In sede di
consulenza genetica non si evidenza familiarita per la condizione

patologica. (Fig.16)
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Figura 16: Albero genealogico: (11:2) probanda.

L’analisi di sequenziamento ha identificato, in eterozigosi nel gene
SPTBN2 (NM_006946) la variante missenso c.830A>G
p.Tyr277Cis che causa una sostituzione di una tirosina con una
cisteina nella posizione 277 della proteina. La patogenicita della

variante é stata attribuita in funzione della frequenza e dell’analisi
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bioinformatica. La frequenza della variante c.830A>G p.Tyr277Cis
non & nota né nella banca dati EXAC né nella banca dati 1000
Genomes. L’analisi di predizione in silico ne conferisce un effetto
dannoso in tutti e quattro i tool utilizzati (Mutation taster, SIFT, e
Polyphen-2 PROVEAN.) L’analisi mediante i tool PhyloP20 e GERP
hanno dato rispettivamente un punteggio positivo (1) e un NR pari
a 5,3 indicando che sia il nucleotide wild type che 'amminoacido

sono conservati nei mammiferi (Tab.22).

VARIANTE SPTBN2 | ¢.8304>G | p.Tyr277Cys
ExAC FREQUENZA
nr
1000 Genomes nr
Prediction Accuracy
MUTATION TASTER Disease causing 1
SIFT Damaging 0
PROVEAN Damaging -4,55
POLYPHEN-2 Probably damaging 0,9
mammalian mamm. rankscore
phyloP20 1 0,8
NR
GERP 5,3

Tabella 22: Risultati analisi bioinformatica.

Paziente 15, IdZ781

Paziente di sesso femminile con marcata disartria e disfagia
stazione eretta e deambulazione non valutabili in quanto
permanente costretta sulla sedia a rotelle, moderata ipotrofia delle
mani, ipotonia muscolare, ritardo nello sviluppo psico-fisico,
epilessia sin da bambina ed intervento di cataratta bilaterale a 7
anni. La risonanza magnetica (RM) ha evidenziato marcata atrofia
del verme e del cervelletto, dei peduncoli cerebellari, delle strutture
ponto-mesencefaliche con una iperintensita delle vie spino-
cerebellari bilateralmente. Viene eseguita diagnosi di atassia spino-
cerebellare con esordio a 38 anni. In considerazione del quadro
clinico considerata come fenotipo complesso (gruppo COMP). In
sede di consulenza genetica non si evidenza familiarita per la

condizione patologica. (Fig.17).
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Figura 17: Albero genealogico: (11:3) probanda (Z781).

L’analisi di sequenziamento ha identificato, in eterozigosi, due
varianti missenso nel gene LAMB1 (NM_002291). La variante
missenso ¢.3317T>A p.Met1106Lys che causa la sostituzione di
una metionina con una lisina nella posizione 1106 della proteina, e
la variante missenso ¢.313C>G p.Pro105Ala che causa la
sostituzione di una prolina con una alanina nella posizione 105 della
proteina. Le varianti sono state considerate patogeniche in funzione
della frequenza e dell’analisi bioinformatica. La frequenza della
variante ¢.3317T>A p.Met1106Lys non & nota né nella banca dati
EXAC né nella banca dati 1000 Genomes. L’analisi di predizione in
silico ne conferisce un effetto dannoso in tre dei quattro i tool
utilizzati (Mutation taster, SIFT, e Polyphen-2.) il solo tool
PROVEAN la predice come neutrale. L’analisi mediante i tool
PhyloP20 e GERP hanno dato rispettivamente un punteggio
positivo (1) e un NR pari a 5 indicando che sia il nucleotide wild type

che 'amminoacido sono conservati nei mammiferi (Tab.23).
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VARIANTE LAMBI _ [c.3317T>A | p.Met1106Lys
EXAC FREQUENZA
nr
1000 Genomes nr
Prediction Accuracy
MUTATION TASTER Disease causing 1
SIFT Damaging 0
PROVEAN Neutral 1,3
POLYPHEN-2 Probably damaging 0,8
mammalian mamm. rankscore
phyloP20 1 0,9
NR
GERP 5

Tabella 23: Risultati analisi bioinformatica.

La frequenza della variante ¢.313C>G p.Pro105Ala €& pari a
0,000008 nella banca dati ExXAC e non nota nella banca dati 1000
Genomes. L’analisi di predizione in silico ne conferisce un effetto
dannoso in tutti i quattro i tool utilizzati (Mutation taster, SIFT,
PROVEAN e Polyphen-2.) L’analisi mediante i tool PhyloP20 e
GERP hanno dato rispettivamente un punteggio positivo (1) e un
NR pari a 5 indicando che sia il nucleotide wild type che

I'amminoacido sono conservati nei mammiferi (Tab.24).

VARIANTE LAMBI | ¢,313C>G | p.Pro105Ala
FREQUENZA
ExAC 0,000008
1000 Genomes nr
Prediction Accuracy
MUTATION TASTER Disease causing 1
SIFT Damaging 0
PROVEAN Damaging -4,13
POLYPHEN-2 Probably damaging 0,9
mammalian mamm. rankscore
phyloP20 1 0,7
NR
GERP 5

Tabella 24: Risultati analisi bioinformatica.

Paziente 16, IdZ1107
Paziente di sesso maschile con disturbo dell’andatura di tipo
atassico, aprassia oculomotoria, neuropatia demielinizzante

sensitivo motoria.
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Vengono eseguite indagini strumentali quali, elettroneurografia
(ENG) ed elettromiografia (EMG) ai quattro arti, risonanza
magnetica (RM) dell’encefalo, potenziali evocati somatosensoriali
(SEP) e potenziali evocati motori (PEM) ai quattro arti. LEMG-ENG
hanno evidenziato grave polineuropatia sensitivo-motoria di tipo
assonale. | PEM hanno evidenziato tempo di conduzione centrale
aumentato ai quattro arti. L'RM encefalo ha dato esito di non
significative alterazioni dell'intensita di segnale nei tessuti
dellencefalo. Gli spazi periencefalici della base sono apparsi
ampliati, mentre piu lieve € apparsa la dilatazione di quelli della
volta. Infine si €& evidenziato un alterato segnale a livello
dell’acquedotto cerebrale, come per accelerazione di flusso.

Viene eseguita diagnosi di sindrome spino-cerebellare a fenotipo
complesso con esordio a 54 anni (gruppo COMP). In sede di
consulenza genetica non si evidenza familiarita per la condizione

patologica. (Fig.18).
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Figura 18: (A) Albero genealogico: (Il:1) probando, (l1:3) fratello gemello sano.

(B) Analisi di sequenza: (I1:1) il probando omozigote per la variante c.148C>G
p.GIn50GIu nel gene PNKP (NM_007254), (lI:3) fratello eterozigote per la
variante ¢.148C>G p.GIn50GIu nel gene PNKP (NM_007254).

L’analisi di sequenziamento ha identificato nel gene PNKP
(NM_007254). in omozigosi la variante missenso rs756746191
¢.148C>G p.GIn50Glu che causa la sostituzione di una glutammina
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con un acido glutammico nella posizione 50 della proteina. Tale
variante € stata considerata patogenetica in funzione dell’analisi di
segregazioni della frequenza e dell’analisi bioinformatica. Gli studi
di segregazione mediante metodica sanger hanno identificato la
variante in eterozigosi nel suo fratello gemello (11:3) asintomatico
(Fig.21).

La frequenza della variante rs756746191 ¢.148C>G p.GIn50Glu
non & nota né nella banca dati EXAC né nella banca dati 1000
Genomes. L’analisi di predizione in silico ne conferisce un effetto
dannoso in tre dei quattro i tool utilizzati (Mutation taster, SIFT, e
Polyphen-2.) il solo tool PROVEAN la predice come neutrale.
L’analisi mediante i tool PhyloP20 e GERP hanno dato
rispettivamente un punteggio positivo (1) e un NR pari a 54
indicando che sia il nucleotide wild type che 'amminoacido sono

conservati nei mammiferi (Tab.25).

VARIANTE PNKP | ¢.148C>G |p.G1u50Glu rs756746191
FxAC FREQUENZA
or
1000 Genomes o
Prediction Accuracy
MUTATION TASTER | Disease causing 0.9
SIFT Danngng 0.007
PROVEAN Neutral -2.11
POLYPHEN-2 Probably damagmg 0.9
mammalian mamm. rankscore
phyloP20 1 0.7
NR
GERP 54

Tabella 25: Risultati analisi bioinformatica.
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4.2 Esoma clinico

L’analisi di sequenziamento mediante esoma clinico & stata
condotta su 16 pazienti risultati negativi allanalisi di
sequenziamento mediante pannello NGS target, per | quali erano
disponibili campioni biologici di familiari. L’analisi permette il
sequenziamento delle regioni codificanti e delle giunzioni esone-
introne di 4493 ad oggi noti per essere associati a patologia. In
media il 98% delle regioni target sono state sequenziate con una
copertura del 20X. L'analisi ha portato all'identificazione di una
media di 19000 varianti a campione di cui in media 6000 sono le
varianti che hanno passato i principali filtri qualitativi (Qscore = 30
e coverage 220X). L’analisi dei dati & stata effettuata mediante la
piattaforma SOPHIA DDM (SOPHia genetics). In primo luogo, sul
software di analisi & stato impostato un filtro “custom” che
escludesse tutte le varianti introniche ad eccezione di quelle situate
a meno di 25bp dall’esone, tutte le varianti sinonime e tutte le
varianti presenti in ExXAC con una frequenza 20.001. Un ulteriore
filtro si € basato sull’ esclusione di tutte le varianti identificate nei
precedenti esperimenti di CES in soggetti con fenotipo differente da
quello in studio. Sono, poi, state escluse tutte le varianti presenti nel
familiare sano, qualora analizzato e incluse tutte quelle presenti nel
familiare affetto, qualora analizzato. Sono state prese in
considerazione le sole varianti in cui almeno due delle analisi di
predizione in silico da parte dei tool indagati dal software (Mutation
taster, Polyphen2, SIFT) ne conferissero un effetto patogeno. Infine
sono state incluse le varianti che avessero una frequenza <0.001
anche nelle ulteriori due banche dati consultate dal software (1000

genomes ed exome variant server).

L’analisi mediante SOPHIA DDM (SOPHIA genetics) & stata
integrata dall’analisi mediante i tool di allineamento multiplo
PhyloP20 e GERP per valutare il grado di conservazione del

nucleotide e del’'amminoacido wild type soggetto a variazione.
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Questo procedimento ha permesso l'identificazione di varianti che

potessero spiegare la patogenesi in due pazienti dei 16 analizzati.
4.2.1 Descrizione genetica e clinica dei pazienti

Paziente 1, IdZ232

Paziente di sesso femminile con diagnosi di leucodistrofia
ipomienilizzante (HL) con esordio della patologia a 19 anni,
caratterizzato da un progressivo e lento ritardo cognitivo a disturbi
dell'andatura e amenorrea. Attualmente, a 34 anni, soffre di una
grave regressione cognitiva e costretta all’'uso fisso della sedia a
rotelle. In sede di consulenza &€ emersa familiarita per la condizione
nel fratello (11:1) (Fig.19A).

POLR3A ¢.2325C>G p.Asn775Lys POLR3A ¢.2554A>G p.Met852Val rs267608671
GAGCAAC/GAGCCCC ACACAA/GTGGCCG

Figura 19: (A) Albero genealogico: (I:1, I:2) padre e madre sani. (ll:1, II:3), fratelli
affetti; (11:2) sorella sana. (B) Analisi di segregazione: (I:1) padre eterozigote per
la variante p.Asn775Val e wild type per la variante p.Met852Val; (1:2) wild type
per la variante p.Asn775Val ed eterozigote per la variante p.Met852Val, (ll:1, 1I:3)
fratelli affetti eterozigoti per entrambe le varianti, (I:2) sorella sana wild type per

entrambe le varianti.

La diagnosi nel fratello maschio & stata eseguita mediante
risonanza magnetica effettuata in seguito ad un grave episodio di
cefalea all'eta di 41 anni. Al momento ha 46 anni e ha sviluppato un

lieve deficit cognitivo, distonia con ipotonia a 4 arti e moderata
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dismetria con compromissione dell'equilibrio e dell'andatura.
Dall’analisi contemporanea dei due fratelli sono state identificate
due varianti in eterozigosi nel gene POLR3A (NM_007055). La
variante missenso rs267608671 c.2554A>G p.Met852Val e la
variante missenso ¢.2325C>G p.Asn775Lys. La frequenza della
variante p.Met852Val € pari a 0.0082 nella banca dati EXAC mentre
non € nota in ESP e 1000 genomes. | tre siti di predizione in silico
(Mutation taster, Polyphen-2 e SIFT) ne conferiscono un effetto
patogeno. Inoltre e stata precedentemente descritta in letteratura
da Bernard et al (2011) in associazione a pazienti affetti da
leucodistrofia. Essi la identificarono in eterozigosi composta con
due differenti varianti. Con la variante p.Arg873AlafsX878 in due
pazienti di sesso femminile con eta di insorgenza a 12 anni con
segni cerebellari e regressione cognitiva senza ritardo dello
sviluppo. Con la variante p.Arg140X in una paziente affetta da
leucodistrofia con oligodonzia, ed eta di esordio intorno ai 3 anni.
La frequenza della variante p.Asn775Lys non & nota in banca dati
(EXAC, ESP, 1000genomes), ed i tre siti di predizione in silico
(Mutation Taster, SIFT e Polyphen-2) ne conferiscono un effetto

patogeno.

Gli studi di segregazione mediante metodica sanger hanno
permesso di stabilire che ciascuna delle due varianti € stata eredita
da uno dei due genitori sani. Infatti la variante p.Asn775Lys é stata
identificata in eterozigosi nel padre (I:1) e la variante p.Met852Val
e stata identificata in eterozigosi nella mamma (l:2) mentre nessuna
delle due varianti € stata identificata nella sorella sana (ll:2)
(Fig.19B).

Al fine di confermare ulteriormente il ruolo patogenico delle due
varianti identificate & stata eseguita un’analisi bioinformatica.
Mediante |-TASSER server & stata ottenuta la struttura
tridimensionale della proteina RPC1 (RNA polymerase subunit)
codificata dal gene POLR3A (struttura non presente nella banca

dati PDB) (Fig.23Al). Le analisi di allineamento multiplo su 10
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specie di mammiferi evidenziano I'importanza dei residui Asn775 e
Met852 nella funzionalita della proteina (Fig20All). Il residuo
Met852 & situato sulla superficie della subunita RPC1, nelle
vicinanze dell'interfaccia RPC2 (Fig20Bl), permettendo quindi di
ipotizzare che la mutazione p.Met852Val possa compromettere la
stabilita del legame RPC1-RPC2. Tale ipotesi € stata dimostrata
eseguendo l'analisi strutturale del complesso. Il valore AAG
previsto del mutante p.Met852Val era 0,77 kcal / mol (Fig20BII).
Tale valore implica che la mutazione del sito potrebbe ridurre
l'interazione della proteina RPC1-RPC2, compromettendo cosi la

corretta funzione dell'lRNA Pol IlI.

Infine abbiamo analizzato gli effetti della mutazione p.Asn775Lys
sulla isomerizzazione della RNA polimerasi lll. La trascrizione € un
processo a piu fasi che richiede una frequente isomerizzazione
strutturale dell'intero complesso della RNA polimerasi pertanto
RPC1 deve essere abbastanza flessibile da sostenere tutti i
cambiamenti conformazionali che si susseguono durante questo
processo. Per verificare l'ipotesi che la mutazione p.Asn775Lys
potesse compromettere la plasticita RPC1, abbiamo eseguito
un'analisi strutturale usando il sito DynaMut (Fig.20Cl). I risultati
mostrano una riduzione della flessibilita RCP1 localizzata tra i
residui 698-774. Per capire se questa regione puo essere richiesta
per l'isomerizzazione, abbiamo analizzato I'RNA Pol Ill del lievito
Saccharomyces cerevisiae, confrontando la struttura della subunita
RPC1 durante il reclutamento (6F42), la pre-iniziazione (6EUO),
l'iniziazione (6CNB) e I'allungamento (5FJ8) (Fig.20Cll).

Per prima cosa abbiamo generato il mutante p.Asn775Lys nella
corrispetiva posizione della subunita RPC1 di Saccharomyces
Cerevisiae. Come previsto, il mutante p.Asn775Lys mostra una
riduzione della flessibilita localizzata nella stessa regione (712-
788). Quindi, abbiamo analizzato il RMSD cercando il picco di
fluttuazione all'interno della regione interessata dalla mutazione

p.Asn775Lys. Si sono osservati cambiamenti conformazionali

70



significativi tra la fase di pre-iniziazione / iniziazione e quella di inizio
/ allungamento, suggerendo che la mutazione p.Asn789Lys
potrebbe ridurre la flessibilita di RPC1, compromettendo quindi la
corretta funzione di RNA Pol Ill. Dal momento che esiste una
similarita del 77,3% tra la sequenza primaria umana e
Saccharomyces Cerevisiae di RPC1, considerando la topologia
simile tra loro (RMSD = 0,907 A), possiamo supporre che la
mutazione p.Asn775Lys possa influenzare la RPC1 umana nello

stesso modo.
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Figura 20. Analisi bioinformatica delle varianti

p.Met852Val e ¢.2325C>G p.Asn775Lys nel gene POLR3A.
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Paziente 2, IdZ433

Paziente di sesso femminile con disturbo della deambulazione con
andatura spastica. In sede di consulenza & emersa familiarita per la
condizione [sorella (1V:3), mamma (ll:2) due cugine materne (llI:6,
[11:7), nonna (lI:2), sorella della nonna (11:4) bisnonna materna (I:2)].
(Fig.21A).

1 . ;

)i LI:I_.Z 3|:| '41

2 D: 4O 5,“ c‘ .7 ABCDI ¢.1661G>A p.Arg554His

1 1 D
rs201568579
CCCTGCG/ATGACCA

) 3
v ) 17 M

Figura 21: (A) Albero genealogico: (I:2, 11:2, 1I:4, 1lI:2, 1V:3) soggetti con diagnosi

clinica di paraparesi spastica. (1V:2, llI:6, Ill:7), probanda e zie di secondo grado
in cui & stata identificata la variante rs201568579. (B) Analisi di sequenza:
sequenza della variante rs201568579 effettuata mediante metodica sanger nella

paziente (l11:7).

Ai fini dellinquadramento diagnostico € stato possibile comparare i
quadri clinici della paziente (1V:2) e delle due zie materne (111:6, 111:7)
(Tab.26).
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ETA PEM SEP EMG-ENG
D RM |PEV
ESORDIO AASS [ AAIL | AASS [ AAIL | AASS [AAII
7433
35 + - - + B * B B
(IV:2)
7203
40 + - | - + - + - )
(I11:6)
7137
38 + - - + B * B B
(I11:7)

Tabella 26: In tabella sono stati paragonati gli esiti delle analisi strumentali e I'eta
di esordio delle tre pazienti (IV:2, 1lI:6, IlI:7). (+: esito positivo, -: esito negativo,
RM: risonanza magnetica, PEM: potenziali evocati motori, SEP: potenziali
evocati somatosensoriali, EMG-ENG: elettromiografia-elettroneurografia, AASS:
arti superiori, AAll: arti inferiori.

Nelle tre pazienti I'eta di esordio € compresa tra i 35 e i 40 anni. La
risonanza magnetica €& compatibile con una diagnosi di
adrenoleucodistrofia. | PEM hanno un tempo di conduzione motoria
centrale aumentato bilateralmente agli arti inferiori. | SEP
evidenziano un aumento di latenza delle risposte corticali
bilateralmente e tempo di conduzione sensitiva centrale aumentato
bilateralmente agli arti inferiori. LEMG-ENG sono risultate alterate,
agli arti superiori in una delle due zie materne (lll:6) in cui si
evidenziava neuropatia canalicolare del mediano al polso

bilateralmente di grado lieve.

L’analisi del’esoma clinico & stata condotta in contemporanea nella
paziente (IV:2) e in una delle due zie materne (lll:6). E stata
identificata la variante missenso in eterozigosi nel gene ABCD1
(NM_000033) rs201568579 ¢.1661G>A p.Arg554His che causa la
sostituzione di un’arginina con una istidina nella posizione 554 della
proteina. La presenza della variante & stata confermata mediante
metodica sanger in lIl:7 (Fig.21B). La patogenicita della variante &

stata confermata dall'analisi di segregazione in quanto presente in
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tutti gli affetti (IV2, 1ll:6, 1ll:7) e in funzione della frequenza e
dell’analisi bioinformatica. La frequenza di tale variante non &
annotata nelle tre banche dati consultate (ESP Gnomad, 1000
genomes). Tutti i tre siti di predizione in silico (Mutation Taster,
Polyphen 2 e SIFT) indagati dal software ne conferiscono un effetto
patogeno (Fig.22).

NM i 000 \'| 17 ]

= i
c. 1661G=A o
G-A
e 4 O |
CGT-CAT -
: - [ ]
3 100N ' .

p.Argh54His

Figura 22 Interpretazione delle variante p.Arg554His nel gene ABCD1 mediante
il software Sophia DDM. A sinistra & descritta la variante, codice del trascritto in
cui & stata identificata, localizzazione esonica, posizione nella porzione
codificante, cambio nucleotidico, cambio del codone, cambio proteico ed
eventuale codice identificativo annotato nel dbSNP. A destra interpretazione
grafica della patogenicita della variante data dal punteggio di patogenicita dei siti
di predizione Mutation taster, Polyphen-2 e SIFT e 'annotazione della frequenza
riportata nelle tre banche dati consulttate Exome Variant Server (ESP5400),
GnomAD, 1000 Genomes (G1000). (N/A= non rilevato).

L’analisi integrativa mediante i tool PhyloP20 e GERP hanno dato
rispettivamente un punteggio positivo (1) e un NR pari a 4.7
indicando che sia il nucleotide wild type che 'amminoacido sono

conservati nei mammiferi (Tab.27).
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VARIANTE ABCDI | ¢.1661G>A | p.Arg554His | rs201568579
mammalian mamm. Rankscore
phyloP20 1 0,8
NR
GERP 5,3

Tabella 27: Risultati analisi dei tool di allineamento multiplo.
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5.DISCUSSIONE

Le malattie neurologiche e neurodegenerative sono un gruppo
eterogeneo di patologie caratterizzate, in molti casi, da una forte
eterogeneita clinica (eta di esordio, progressione, sintomatologia) e
genetica. Ne sono un esempio le atassie ereditarie e le paraplegie
spastiche, un gruppo di malattie estremamente eterogeneo sia dal
punto di vista fenotipico che da quello genaotipico.

Le manifestazioni cliniche di queste patologie, pur condividendo
alcune caratteristiche comuni, presentano uno spettro fenotipico
molto ampio, ed in certi casi anche una differente sintomatologica
che rende difficile l'individuazione delle mutazioni coinvolte. Dal
punto di vista del genotipo, nell'eziopatogenesi sono coinvolti piu di
100 geni che presentano tutte le modalita di trasmissione genetica
(dominante, recessiva, legata all'’X e mitocondriale). Pertanto, tale
componente & spesso di difficile inquadramento. Se da un lato in
molti di questi pazienti non si riesce ad identificare tale componente,
altri invece ricevono una diagnosi clinica nella quale viene
identificato il gene responsabile del fenotipo. L’identificazione di
questi geni ha contribuito nel tempo ad una migliore comprensione
dei pathway molecolari maggiormente coinvolti.

Ad oggi sono note numerose forme di atassie e spasticita
geneticamente determinate. Inoltre, sono tantissime le malattie
neurologiche rare in cui le atassie e la spasticita sono aspetti clinici
di quadri molto piu complessi. Oltre alla multigenicita, in tali pazienti
una analisi genetica deve anche tener conto di altri aspetti che
complicano l'indagine molecolare quali penetranza incompleta, e
presenza di mutazioni “private”, ovvero descritte solamente in
alcune famiglie. Oltretutto, la difficolta nell’eseguire studi
multicentrici con pazienti selezionati in modo omogeneo, rende
difficile sviluppare dei database specifici in cui siano riportate le
varianti in questi geni, ed il fenotipo clinico di cui sono responsabili.
A causa di questa grande eterogeneita, un'analisi mutazionale con
il tradizionale sequenziamento Sanger risulta essere laboriosa e

costosa, e spesso poco risolutiva. Oltre ad un discorso di scarsa
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detection rate delle varianti, c’@ anche il discorso delle lunghe
tempistiche che vengono richieste, e che talvolta rendono inutile
I'utilizzo di queste indagini nei percorsi clinici.

Le tecnologie di tipo NGS (Next Generation Sequencing) hanno
risolto la problematica della “poligenicita”, rendendo possibile
I'analisi contemporanea di piu geni, consentendo anche I'analisi di
tutto il genoma. Tali tecnologie hanno anche risolto il problema delle
tempistiche. La loro rapidita sta facendo si che la diagnostica
molecolare stia diventando sempre piu un punto cardine per
linquadramento clinico di pazienti con patologie neurologiche e
neurodegenerativa, ancor piu in casi complessi in cui la clinica non
riesce a garantire un esaustivo inquadramento diagnostico.

Ad oggi, pannelli NGS accuratamente disegnati e validati sono
entrati a far parte della pratica clinica. La loro applicazione nelle
patologie neurologiche &€ comunque molto complessa perché
richiede una accurata selezione dei geni da analizzare. Inoltre,
considerata I'elevata eterogeneita allelica, risulta difficile stabilire
una corretta detection rate (% dei positivi identificati), e quindi
sviluppare dei saggi ad-hoc di facile utilizzo in diagnostica
molecolare.

Da queste osservazioni &€ nata la necessita di sviluppare delle
soluzioni diagnostiche basate su tecnologia NGS per l'analisi di
fenotipi atassici e/o spastici e di fenotipi neurologici piu complessi
in cui la spasticita e I'atassia sono solo una delle componenti del
quadro sindromico.

In questo studio sono stati analizzati 78 pazienti, reclutati presso
I'Istituto IRCCS Neuromed. Ogni paziente € stato sottoposto a visita
neurologica, consulenza genetica, ed analisi strumentali. Sono stati
inclusi nello studio solamente pazienti negativi alla analisi genetica
di primo livello per espansioni di triplette all'interno dei geni ATXN1,
ATXN2, ATXN3, CACNA1A, ATXN7 e FXN (variazioni frequenti e
non identificabili mediante sequenziamento).

In base a tutto questo, i pazienti sono stati reclutati e suddivisi in
quattro sottogruppi: Atassici (AT), Spastici (SP), Atasso/spastici
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(AS), Fenotipi complessi (COMP). Per ogni paziente, ove possibile,
e stata valutata I'eventuale familiarita della patologia (ulteriore
suddivisione in sporadici vs familiari).

Dei 78 pazienti, 20 appartengono al gruppo Atassico (AT), 42 al
gruppo spastico (SP), 2 al gruppo atasso-spastico (AS) e 14 al
gruppo con fenotipo complesso con componente atasso-spastica
(COMP). Dei 78 pazienti, il 42% ha una storia familiare (33/78)
mentre il restante 58% non ha una anamnesi familiare, e viene
considerata quindi sporadica (45/78).

Il DNA dei 78 pazienti & stato sottoposto ad analisi di sequenza
massiva delle regioni codificanti e delle giunzioni esone-introne di
105 geni responsabili di atassia e/o paraplegia spastica
accuratamente selezionati sulla base della letteratura scientifica e
di database di riferimento.

Il saggio sviluppato ha consentito di raggiungere livelli soddisfacenti
di qualita. Infatti, delle circa 1000 varianti identificate per ogni
paziente, oltre il 98% sono qualitativamente soddisfacenti (Qscore
= 30 ed un coverage 250X).

Per considerare una variante patologica, sono stati utilizzati dei
criteri molti stringenti. Infatti, doveva presentare almeno due dei
seguenti criteri: (I) Descritta in letteratura e/o database di
riferimento in associazione a fenotipo atassico e/o spastico; (II)
Bassa frequenza nella popolazione generale dell’allele, (lll)
Classificata come dannosa in almeno due su tre siti di predizione
in-silico, (IV) Localizzata in una regione cromosomica la cui
sequenza nucleotidica € conservata nelle specie, (V) Variante de
novo o ereditata da un parente affetto, (V1) Il fenotipo clinico correli
con quello riportato in letteratura relativamente al gene in questione.
In funzione di tali criteri sono state identificate 23 varianti
potenzialmente patogene in 16 pazienti.

Le varianti identificate sono state riscontrate in 9 geni responsabili
di atassia e/o paraplegia spastica e una variante € stata identificata

nel gene LAMB1 responsabile di Lissencefalia di tipo 5 in cui
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'atassia e la spasticita possono essere sintomi di un quadro
sindromico piu complesso.

I 29% (6/23) delle varianti € stata identificata all’interno del gene
SPAST confermando i dati di letteratura in cui tale gene risulta il piu
frequentemente mutato in pazienti con fenotipo spastico puro. Il
19% (4/23) elle varianti sono state identificate nel gene SPG11 |l
10% (2/23) nei geni SPG7, SPTBN2 e LAMB1 infine 1 variante é
stata identifica nei geni AP5Z1, GRM1, SYNE1, KCNC3 e PNKP.
E stata identificata una variante nel 20,5% dei pazienti (16 di 78). Il
maggior contributo di pazienti con mutazione identificata & fornito
dal gruppo SP, (56 %, 9/16), in cui i casi familiari sono molto piu
rappresentati degli sporadici (sporadici 3/27. 11,1%, familiari 6/15,
40%), seguito in ordine dai AT (25%, 4 /16), in cui gli sporadici sono
piu rappresentati dei familiari (sporadici 3/8, 37,5%, familiari 1/12,
8,3%). Questo dato suggerisce che questo percorso diagnostico
deve tenere in considerazione, soprattutto per pazienti affetti da
Atassie Spinocerebellare, anche i casi in cui non vi & una spiccata
segregazione familiare della patologia.

Considerando le varie sottoclassi cliniche (non considerando il
gruppo AS con un numero statisticamente non significativo), la
percentuale dei pazienti positivi oscilla da un minimo di 14% dei
pazienti COMP (2 di 14), ad un massimo di 21,5% dei pazienti SP
(9 di 42), passando per il 20% dei pazienti AT (4 di 20). Questo
suggerisce che un approccio con 105 geni non risponde a tutte le
domande cliniche necessarie in casi piu complessi di difficile
inquadramento. Per questi, & piu utile applicare sin da subito
pannelli piu estesi, come I'esoma clinico.

In questo studio, sono stati selezionati 16 pazienti negativi alla
prima analisi con 105 geni, e per i quali si disponeva di altri soggetti
affetti e sani allinterno della stessa famiglia. Questi sono stati
analizzati tramite esoma clinico. E stato possibile eseguire una
diagnosi molecolare in 2 pazienti, che alla fine hanno mostrato due
fenotipi in cui la spasticita e la atassia sono degli aspetti clinici in

quadri molto complessi, come la Leucodistrofia demielinizzante
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autosomica recessiva di tipo 7 e la Adrenoleucodistrofia legata all'X
(X-ALD).

L’utilizzo di questi pannelli, sia pannelli multigenici che esoma
clinico, puo avere diverse utilita diagnostiche. Infatti, mutazioni in
alcuni geni servono unicamente ad avvalorare la diagnosi clinica.
Al contrario, in altre situazioni le varianti identificate sono
fondamentali per un corretto inquadramento diagnostico. In alcuni
casi, le varianti identificate servono ad eseguire la diagnosi clinica,
soprattutto nei casi in cui le informazioni cliniche e strumentali sono
contrastanti o non significative. Di seguito vengono descritti degli

esempi per ognuna delle classi.

a. Analisi genetiche di conferma della diagnosi clinica in
Paraparesi spastiche Autosomico-dominanti (HSP-AD)

Pazienti con un quadro clinico di spasticita pura hanno molte
probabilita che il loro quadro clinico sia dovuto a mutazioni nella
Spastina (SPG4), che da sola rappresentano piu del 40% delle
HSP-AD.

Evidenze sperimentali suggeriscono che la Spastina € una proteina
con una funzione complessa utile nel rimodellamento dinamico
dell’assone adulto ed in crescita.

Nei pazienti appartenenti al gruppo SP (n= 42), sono state
identificate varianti in 9 pazienti (21,5%), maggiormente identificate
in pazienti con storia familiare positiva rispetto agli sporadici. Di
questi 9, 6 mostravano una segregazione autosomica dominante,
mentre 3 autosomica recessiva. Delle dominanti, tutte le 6 varianti
sono state identificate in SPG4 (c.1378 C>T; ¢.1679C>T, ¢.1537-
8T>G in due pazienti; c.1245+1G>A; c.1414-2A>T). Di queste, 5
sono nuove e 1 é gia descritta, sono stati individuati nelle regioni
codificanti (n=2) o nei siti di splicing(n=4).

La frequenza complessiva di mutazioni di SPG4 nel nostro studio
era del 38% (6/16) raggiungendo il 67% (6/9) quando erano
considerati i pazienti solo con HSP-AD. Questi dati ricadono nel
range osservato in differenti popolazioni.
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In questi pazienti, la diagnosi molecolare € utile alla conferma della

diagnosi clinica.

b. Analisi genetiche che consentono un approfondimento di

una diagnosi clinica

O Diagnosi di Atassia Spinocerebellare Autosomica dominante
di tipo 5 (SCA5)

L’analisi di sequenziamento ha permesso di eseguire diagnosi di
SCA5 (Phenotype MIM number 600224), in due pazienti, le cui
informazioni  cliniche avevano identificato una atassia
spinocerebellare con esordio tardivo (56aa, Paziente 11, 52aa,
Paziente 14). La SCA5 é causata da mutazioni nel gene SPTBN2
(Phenotype MIM number 604985) sul cromosoma 11q13. SPTBN2
codifica per la beta-3 spettrina, coinvolta nella formazione di
tetrameri di spettrina che stabilizzano giunzioni cellulari, canali e
molecole di adesione lungo la parte citoplasmatica della membrana
(Clarkson et al., 2010). Tale proteina € fondamentale per il corretto
funzionamento e lo sviluppo delle cellule di Purkinje.

La atassia spinocerebellare tipo 5 (SCAS5) € una forma rara di
atassia cerebellare autosomica dominante tipo 3 (ADCA tipo 3), in
cui Il processo degenerativo pud essere limitato al cervelletto. E
caratterizzata da segni cerebellari ad esordio precoce con anomalie
dei movimenti oculari (nistagmo evocato dallo sguardo, nistagmo
verticale verso il basso e la compromissione dei movimenti lenti di
inseguimento), ed una eta mediana all'esordio € 33 anni (tra 10 e i
68 anni). | pazienti affetti da SCA5 presentano segni cerebellari
(atassia, disartria, tremore intenzionale) e anomalie dei movimenti
oculari. Sono rari i difetti del campo visivo e la paralisi dello sguardo
orizzontale.

Sia il paziente 11 che 14 mostrano delle caratteristiche cliniche
compatibili con la SCA5 (risonanza magnetica con marcata atrofia
cerebellare) e progressione molto lenta. Non sono presenti

anomalie dei movimenti oculari o altri disturbi oculomotori.
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L’inquadramento diagnostico in una atassia spinocerebellare di tipo
5 permette di prevedere un andamento della malattia lento, con una
durata superiore ai 30 anni, € con una aspettativa di vita molto

simile a quello della popolazione generale

O Diagnosi di Atassia Spinocerebellare Autosomica recessiva
di tipo 8 (SCARS)

L’analisi di sequenziamento ha permesso di eseguire diagnosi di
SCARS8 (Phenotype MIM number 610743), in un paziente le cui
informazioni  cliniche avevano identificato una atassia
spinocerebellare con esordio a 36 aa (Paziente 11). LA SCARS,
ereditata con modalita autosomica recessiva, & causata da
mutazioni in SYNE1. In forma dominante pud causare la distrofia di
Emery-Dreifuss (Phenotype MIM number 612998). SYNE1 codifica
per una proteina della famiglia delle specttrine che collega la
membrana plasmatica al citoscheletro di actina. Nel paziente 13, &
stata identificata una mutazione in omozigosi ereditata da genitori
consanguinei, asisntomatici. Questo a conferma della modalita di
segregazione autosomica recessiva. La SCA8 é caratterizzata da
atassia cerebellare pura, a evoluzione lenta, associata a disartria.
Questo quadro clinico € compatibile con quello osservato nel
paziente 13, che evidenzia disturbi della deambulazione tipo
atassico ad andamento lentamente progressivo, disartria e disturbi
della mobilita oculare. La risonanza magnetica evidenziava atrofia
cerebellare. Anche in questo caso, la diagnosi di SCARS8 in un
paziente relativamente giovane (36aa) permette di prevedere un

lento decorso della malattia.

C. Analisi genetiche che consentono di esegurire una diagnosi

clinica

Come detto, in alcuni casi le le analisi genetiche servono ad
eseguire la diagnosi clinica in casi in cui le informazioni cliniche e

strumentali sono contrastanti o non significative.

83



E stata studiata una paziente con paraparesi spastica esordita a
circa 35 anni, in cui la risonanza magnetica non ha offerto utili
informazioni diagnostiche. L’analisi di sequenziamento mediante
esoma clinico ha evidenziato una variante missenso in eterozigosi
nel gene ABCD17 (MIM number 300371). Questo gene é
responsabile di Adrenoleucodistrofia legata all'’X (X-ALD), un
disturbo della beta ossidazione degli acidi grassi perossisomali che
provoca l'accumulo dei VLCFA (acidi grassi a lunghissima catena)
nei tessuti di tutto il corpo che si presenta piu comunemente nei
maschi.

Per valutare il possibile ruolo clinico del gene ABCD1 in questa
paziente, sono state studiate due sorelle, entrambe affette da
paraparesi spastica con esordio tra i 35 ed i 40 anni. L'analisi di
segregazione ha confermato la presenza della variante anche nelle
sorelle.

A sostegno di questo, sebbene la malattia sia legata al cromosoma
X, e quindi si presenta piu comunemente nei maschi, anche il 50%
delle femmine eterozigoti mostra alcuni sintomi nel corso della vita.
In questo caso, le informazioni diagnostiche della analisi molecolare
sono state confermate e sostenute dai valori elevati di VLCFA, e da
risonanze magnetiche che nel corso del tempo hanno iniziato a
mostrare segni di adrenoleucodistrofia.

In questo modo, la diagnosi molecolare puo rivelarsi informativa in
quadri clinici in cui alcuni sintomi compaiono in modo variabile e piu
avanti nel corso della vita, rendendo la diagnosi clinica difficoltosa
se non utilizza il sostegno della analisi genetica. Oltretutto, questo
conferma che € fondamentale disporre di altri soggetti affetti e sani
allinterno della stessa famiglia. In questo studio, un corretto utilizzo
congiunto di analisi di segregazione familiare ed analisi
bioinformatica, & fondamentale per l'identificazione delle varianti

patologiche.
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6 CONCLUSIONI

| dati di questo studio dimostrano che pannelli NGS, accuratamente
disegnati e validati, possano essere applicati alla diagnosi
molecolare di patologie neurologiche caratterizzate da poligenicita
e variabilita clinica. La validazione di questi percorsi richiede la
selezione di una casistica accurata ed omogenea. Questo consente
di delinearne il corretto utilizzo diagnostico, aumentando cosi la
detection rate.

Ad esempio, questo studio dimostra che I'analisi genetica deve
essere tenuta in considerazione anche nei pazienti affetti da Atassie
Spinocerebellare in cui non vi & una spiccata segregazione familiare
della patologia.

Risulta inoltre fondamentale l'utilizzo di un iter di interpretazione
delle varianti molto stringente e riproducibile. Questo viene
confermato nel presente studio, dove un corretto utilizzo congiunto
di analisi di segregazione familiare (ove possibile reperire i familiari
del paziente affetto) ed analisi bioinformatica, &€ fondamentale per
l'identificazione delle varianti patologiche, soprattutto in geni per i
quali sono disponibili dati limitati nei database pubblici.

Risulta inoltre utile applicare pannelli piu estesi, come I'esoma
clinico, in casi complessi di difficile inquadramento. In questi casi,
la diagnosi molecolare si & rilevata, insieme a quella clinica,
fondamentale per un corretto inquadramento diagnostico. Pud
inoltre rivelarsi informativa anche in quadri clinici con sintomi
variabili e con esordi differenti, rendendo la diagnosi clinica
impossibile senza beneficiare di quella genetica.

L’utilizzo di questi pannelli, sia pannelli multigenici che esoma
clinico, puo avere diverse utilita diagnostiche. Infatti mutazioni in
alcuni geni servono unicamente ad avvalorare la diagnosi clinica,
come nel caso delle Paraparei spastiche Autosomico-dominanti. Al
contrario, in altre situazioni le varianti identificate sono fondamentali

per un corretto inquadramento diagnostico. E I'esempio della
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Atassia spinocerebellare di tipo 5 permette di prevedere un
andamento della malattia lento, con una durata superiore ai 30 anni,
e con una aspettativa d vita molto simile a quello della popolazione
generale

In altri casi, le varianti identificate servono ad eseguire la diagnosi
clinica, soprattutto nei casi in cui le informazioni cliniche e
strumentali sono contrastanti o non significative come nel caso della
Adrenoleucodistrofia legata all'’X (X-ALD).
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