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1.Introduzione

1.1 Atassia

L'atassia (dal greco “ataxia”, ovvero “mancanza di ordine”) € un disturbo che consiste nella
mancanza di coordinazione motoria e difficolta nell'esecuzione di movimenti volontari. Il centro
della coordinazione muscolare ¢ il cervelletto, il quale elabora gli impulsi portati ai muscoli dal
midollo spinale e dai nervi periferici. L'atassia puo quindi essere provocata da problemi sia a livello
del midollo spinale sia a livello dei nervi periferici. Oltre alla mancanza di coordinazione tra i vari
segmenti del corpo si possono associare altri disturbi come la perdita di coordinazione della
motilita oculare, del linguaggio ed una frequente atrofia cerebellare (Jayadev and Bird, 2013).
Leziologia dell'atassia comprende cause tossiche, autoimmuni, paraneoplastiche, disfunzioni

metaboliche e forme ereditarie.

1.2 Le atassie ereditarie

Il quadro clinico delle eredoatassie € molto eterogeneo. Alcune manifestazioni sono, tuttavia,
caratteristiche di alcuni sottotipi di atassie ereditarie, consentendo in questi casi una diagnosi piu
mirata. A livello molecolare, le atassie ereditarie vedono coinvolte nella loro eziopatogenesi piu di
50 geni, e possono essere trasmesse secondo tutti i tipi di modalita di trasmissione ereditaria,
ovvero in modo autosomico dominante, autosomico recessivo, trasmissione legata all'X ed anche

con trasmissione mitocondriale (Németh et al., 2013).



1.3 Atassie cerebellari autosomiche dominanti (ADCA)

Le atassie cerebellari autosomiche dominanti (ADCA) sono in gran parte riferite alle atassie
spinocerebellari (SCA), un gruppo di malattie neurologiche ereditarie clinicamente e
geneticamente eterogeneo. Finora sono stati identificati 32 loci e mappati 22 geni per SCA: SCA1-8,
SCA10-15, SCA17-23, SCA25-28, SCA30-31 e I'atrofia dentato-rubro-pallido-luisiana-DRPLA.

Le SCA possono essere causate da espansioni di triplette CAG in regioni codificanti di alcuni geni
(SCA da espansione di poliglutammine), espansioni nucleotidiche in regioni non codificanti di geni

(SCA da espansioni non codificanti) e da mutazioni convenzionali (SCA da mutazioni convenzionali).

SCA da espansioni non codificanti

Gene Mutazione Sintomi chiave in
aggiunta all’atassia
cerebellare

SCA da espansione di poliglutammine

SCA1 ATXN1 Ripetizione di CAG Segni respiratori

SCA2 ATXN2 Ripetizione di CAG Lenti movimenti
oculari

SCA3 ATXN3 Ripetizione di CAG -

SCA6 CACNAIA Ripetizione di CAG -

SCA7 ATXN7 Ripetizione di CAG Perdita visiva

SCA17 TBP Ripetizione di CAG Demenza

DRPLA ATN1 Ripetizione di CAG Epilessia

SCA8 ATXNS, Ripetizioni di CTG -
ATXN805

SCA10 ATXN10 ATTCT -

SCA12 PPP2R28 Ripetizioni di CAG -

SCA31 BEAN-TK2 Ripetizioni di TGGAA -




Gene Mutazione Sintomi chiave in
aggiunta all’atassia
cerebellare

SCA da mutazioni convenzionali

SCA5 SPTBN2 Missenso, delezione in frame -

SCA11 TTBK2 Frameshift -

SCA13 KCNC3 Missenso Ritardo mentale
SCA14 PRKCG Missenso Mioclono

SCA15/16 ITPR1 Missenso, delezione -

SCA20 - Duplicazione Disfonia

SCA27 FGF14 Missenso, frameshift -

SCA28 AFG3L2 Missenso Ptosi

Loci

SCA4 - - Neuropatia sensoriale
SCA18 - - Neuropatia sensoriale
SCA19 - - -

SCA21 - - Ritardo mentale
SCA22 - - Ritardo mentale
SCA23 - - -

SCA25 - - Neuropatia sensoriale
SCA26 - - -

SCA20 - - -

Tabella 1 - Geni e mutazioni responsabili di ADCA.

Le SCA da espansione sono pilu frequenti e piu gravi di quelle causate da mutazioni convenzionali,

le quali pero presentano spesso una piu grave atrofia cerebellare (Figura 1).
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SCAS: AO at 26 years: DD 10 years

N

SCA3: AQ at 36 years; DD 39 years SCA2:AO at 22 years; DD 8 years SCA7:AO at 20years; DD gyears

Figura 1 — Differenze del coinvolgimento cerebellare, ottenuto tramite Risonanza
Magnetica Nucleare, tra SCA da espansioni di poliglutammine e SCA da mutazioni
convenzionali. AO = Eta di esordio. DD = Durata della malattia (modificato da Durr, 2010).
1.3.1 Atassie spinocerebellari (SCA) da espansioni di poliglutammine
Circa il 50% delle ADCA é rappresentata da espansione del trinucleotide CAG in regioni codificanti,
determinando un allungamento anomalo di poliglutammina (poliQ) nelle proteine corrispondenti.
Le ADCA da espansioni poliQ sono le uniche di cui si dispongono dati di epidemiologia molecolare
(Figura 2). La prevalenza & stimata di circa 3 affetti su 100.000, sebbene alcuni dati siano riferiti a

studi su aree geografiche ristrette. L'effetto fondatore contribuisce a creare differenze di

distribuzione in varie regioni (Schols et al., 2004).
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Figura 2 - Prevalenza di alcuni sottotipi di SCA. “Rare” mutazioni includono mutazioni in
SCA10, SCA12, SCA14, SCA 17, e mutazioni puntiformi in FGF14 (modificato da Schols et al.,
2004).

Le ADCA da espansioni poliQ sono caratterizzate da atassia cerebellare che comporta marcia
instabile, postura impacciata e disartria (Durr, 2010), spesso accompagnata da altri segni
neurologici come segni piramidali od extrapiramidali, oftalmoplegia e declino cognitivo (Harding,
1983). L'esordio avviene solitamente in eta adulta, nella terza o quarta decade di vita. L'atrofia del
cervelletto e del tronco encefalico sono le caratteristiche prominenti, ma ci sono altre strutture che

possono essere affette, portando ad un grande spettro fenotipico (Yamada et al., 2008).



Le ADCA da espansione di poliQ condividono un meccanismo mutazionale con altre malattie da
espansione di poliglutammine come la sindrome dell’X fragile e la malattia di Huntington (The
Huntington’s Disease Collaborative Research Group, 1993). Questi disordini si manifestano quando

viene oltrepassata una soglia, gene specifica, di ripetizioni CAG (Figura 3).
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Figura 3 - Ripetizioni di CAG nelle principali forme di SCA (modificato da Schols et al., 2004).

| principali sottotipi di ADCA da espansione poliQ sono SCA1, SCA2, SCA3, SCA6, SCA7, SCAl17 e

DRPLA (Tabella 2).



Tabella 2 - ADCA da espansione poliQ.

Ripetizione Ripetizioni Ripetizioni Ripetizioni molto
piccole medie grandi grandi
SCA1 Sconosciuto Atassia Disordine simile a | Ritardo nello
cerebellare, sclerosi laterale | sviluppo
sindrome amiotrofica
piramidale
SCA2 Tremore Atassia Atassia Mioclono,
posturale cerebellare, cerebellare, distonia, arresto
riflessi diminuiti corea, demenza cardiaco,
degenerazione
retinica
SCA3 Neuropatia Atassia Distonia, segni | Casi rari, distonia
assonale, cerebellare, piramidali predominante
parkinsonismo diplopia
responsivo a
DOPA
SCA6 Atassia episodica = Sconosciuto Pochi segni | Sconosciuto
associate  dopo
10 anni del
decorso della
malattia
SCA7 Atassia Atassia Perdita visiva Arresto cardiaco
cerebellare senza cerebellare, prima della
perdita visiva degenerazione sindrome
della macula cerebellare
SCA17 Fenotipo simile Atassia, Atassia, Ritardo della
alla malattia di demenza, corea, demenza, crescita
Huntington, distonia,  segni spasticita,
parkinsonismo piramidali epilessia
DRPLA Corea, atassia, Sconosciuto Mioclono Epilessia
manifestazioni progressive, mioclonica, corea,
psichiatriche epilessia, ritardo menomazioni
dello  sviluppo, cognitive
atassia lieve

La correlazioni tra fenotipo e genotipo nelle ADCA da espansione di poliQ ha dimostrato che le
differenze nella taglia delle ripetizioni contribuiscono alla variazione nella progressione della
malattia e nella gravita della malattia ed inoltre contribuiscono ad alcune differenze cliniche nei
pazienti.

Nelle SCA si osserva, come in altre patologie da espansione, il fenomeno dell’anticipazione



genetica, ossia un esordio piu precoce ed un aumento della gravita della malattia nel passaggio da
una generazione alla successiva. Il fenomeno dell’anticipazione genetica & spiegato dall'laumento
del numero di ripetizioni CAG durante la trasmissione, determinato dall’instabilita degli alleli
contenenti espansioni (Durr, 2010). Le espansioni di origine paterna sono pil instabili durante la
trasmissione e cid sembra trovare spiegazione nell'elevato numero di divisioni mitotiche che
precedono la gametogenesi maschile o da alterazioni nell'attivita e nella concentrazione di
proteine che riparano il DNA (Pearson et al., 2005).

Leffetto predominante di queste mutazioni & rappresentato da un guadagno di funzione delle
proteine aberranti (Taroni, 2004), favorendo la capacita di aggregarsi con altre proteine. Nelle
ADCA da poliQ ci sono, infatti, evidenze microscopiche di aggregati proteici nel citoplasma e nel
nucleo dei neuroni di alcune regioni cerebrali. Nonostante I'esatto meccanismo patogenetico sia
sconosciuto, & stato osservato che tali aggregati sequestrano proteine importanti per la funzione
cellulare, come fattori di trascrizione, chaperonine e componenti dei sistemi di degradazione

determinando alterazioni della regolazione genica, accumulo di proteine non degradate (Orr, 2012)

1.3.2 Atassie spinocerebellari (SCA) da espansioni non codificanti

Le SCA da espansioni in regioni non tradotte sono rappresentate da SCA8, SCA10, SCA12, SCA31 e
SCA36.

SCA8 e SCA12 sono causate, rispettivamente, da espansione di CTG nella regione 3’ non tradotta
(UTR) del gene SCAS, la cui funzione non é stata del tutto delucidata (Day et al., 2000), e nel 5’UTR
del gene PPP2R2B, coinvolto nella regolazione della morfogenesi mitocondriale (Dagda et al.,
2008).

SCA10 é causata da un'espansione di un pentanucleotide ATTCT nell’introne 9 del gene ATXN10, la

cui funzione sembra correlata con anomalie nella struttura della cromatina (Keren et al.,2010).



SCA10 e caratterizzata da una forma di atassia con lenta progressivita.

SCA31 é causata da un’espansione di un pentanucleotide TGGAA nell’introne del gene timidina-
chinasi 2 (TK2). Questa forma ha un esordio tardivo associato a sordita.

SCA36 ¢ causata da espansione del tratto GGCCTG nel primo introne del gene NOP56, codificante
per la proteina nucleolare 56 coinvolta nella biogenesi di RNA ribosomiale (Garcia-Murias et al.,
2012)

Solo in SCA10 e SCA31 il grado di espansione correla negativamente con l'eta di esordio della
malattia e il fenomeno dell’'anticipazione genetica con trasmissione paterna & stato riportato per
SCA31.

Per le atassie spinocerebellari da espansioni non codificanti & stato ipotizzato un meccanismo
tossico di guadagno di funzione di RNA. Le lunghe molecole di RNA, prodotte in seguito
all'espansione, formerebbero delle foci di RNA nelle quali rimarrebbero sequestrate importanti
proteine “RNA-binding” con conseguente alterazione dei processi di trascrizione e di splicing (Todd

et al,, 2010).

1.3.3 Atassie spinocerebellari (SCA) da mutazioni convenzionali

Solo in anni piu recenti sono state, identificate mutazioni convenzionali (mutazioni puntiformi,
delezioni, duplicazioni) in varie forme di ADCA. Grazie alle nuove tecniche di sequenziamento
guesto gruppo di ADCA & in continua crescita. Le SCA da mutazioni convenzionali sono molto meno
comuni rispetto a quelle da espansione, spesso si tratta di mutazioni private riscontrate in poche
famiglie, e per questo motivo non é possibile, attualmente effettuare una correlazione tra fenotipo
e genotipo (Durr, 2010).

In molte di queste forme si osserva un’alterazione dei “pathways” di segnale neuronale dovuta a

mutazioni in geni codificanti canali del potassio (Kv3.3 per SCA13 e Kv4.3 per SCA19/22)(Herman-



Bert et al., 2000), trasportatori del Ca*" (IP3R in SCA15/16)(Marelli et al., 2011), proteine
responsabili della stabilizzazione dei recettori/canali nella membrana plasmatica (Blll-spettrina in
SCAS5 (Stevanin et al., 1999) e FGF14 in SCA27 (Brusse et al., 2006)), proteine coinvolte nella
trasduzione del segnale (TTBK2 e PKCy in SCA11 (Houlden et al., 2007) e SCA14 (Chen DH et al.,
2003)) o proteine coinvolte nel metabolismo energetico mitocondriale (AFG3L2 in SCA28 (Di Bella
D et al., 2010)).

La gran parte di questi geni sono stati identificati recentemente e per questo motivo il meccanismo
patogenetico non & del tutto compreso; le proteine codificate da questi geni mostrano una
sostanziale diversita funzionale ma e tutt’ora incerto se tutte convergano su comuni pathway

funzionali.

1.4 Atassie cerebellari autosomiche recessive (ARCA)

Le atassie spinocerebellari autosomiche recessive (ARCA) comprendono anch’esse un gruppo
eterogeneo di malattie neurodegenerative. Il fenotipo pud variare da sindromi cerebellari a
neuropatie sensorio-motorie, disturbi oftalmologici, movimenti involontari, convulsioni, anomalie
cutanee e scheletriche. La patogenesi molecolare varia da: difetti di replicazione, trascrizione,
riparazione, processamento e trasporto di DNA, disturbi mitocondriali, alterazioni della catena
respiratoria, metabolismo lipidico, trasporto e ripiegamento delle proteine (Fogel and Perlman,

2007).
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Figura 4 - Patogenesi molecolare delle atassie autosomiche recessive (modificato da Fogel and
Perlman, 2007).

La maggior parte di ARCA hanno esordio precoce, di solito prima dei 20 anni di eta (Harding, 1983).
Leta di esordio non €&, tuttavia, un criterio sempre applicabile nell’indirizzare la diagnosi, I'atassia di
Friedreich (FRDA), infatti, puo avere un esordio anche in eta adulta. La caratteristica principale in
gueste forme & l'atassia spinocerebellare, che coinvolge cervelletto, tronco encefalico e fasci
spinocerebellari, presentandosi con scarso equilibrio, perdita della coordinazione negli arti,
tremore e disartria (Perlman, 2004), generalmente associate a neuropatia periferica. La presenza o
I'assenza di profondi riflessi tendinei (Harding, 1981), cosi come la presenza di coinvolgimenti
extra-cerebrali (Di Donato et al., 2001), puo risultare molto utile nella diagnosi.

Le ARCA possono essere suddivise in “Atassia di Friedreich e malattie similari”, di cui l'atassia di
Friedreich & ovviamente la piu comune, “Disordini simili all'atassia di Friedreich con atrofia
cerebellare” e “Atassie ad esordio precoce con atrofia cerebellare”, dove |'atassia-telangiectasia € la

piu comune (Tabella 3).

11



Gene/Proteina Gene Locus  Funzione della proteina
Disordini simili all’atassia di Friedreich
Atassia di Friedreich | Fratassina FXN 9qg13 Metabolismo del ferro
(FRDA) mitocondirale
Atassia con | Proteina TTPA 8g13.1-13.3  Omeostasi della vitamina
deficienza di | trasportatrice E
vitamina E dell’a-
tocoferolo
Abetalipoproteine Proteina MTP 4922-24 Metabolismo delle
mia trasportatrice lipoproteine
dei trigliceridi
microsomali
Malattia di Refsum  Fitanoil-CoA PHYH 10pter-11.2  Proteina
idrossilasi dell'importazione
Perossina 7 PEX7 6021-22.2 perossisomale

Disordini simili all’atassia di Friedreich con atrofia cerebellare

Malattia di Tay- B-esosaminidasi| HEXA 15qg23-24 Metabolismo
Sachs A glicosfingolipidico
Xantomatosi Sterolo 27- CYP27  2qg33-ter Sintesi degli acidi biliari
cerebrotendinea idrossilasi
Disordini della DNA DNA polimerasiy POLG 15qg22-26 Riparazione e replicazione
polimerasiy del DNA mitocondriale
Atassia Tirosil-DNA TDP1 14g31-32 Riparazione del DNA
spinocerebellare fosfodiesterasi
con neuropatia | 1
assonale
Atassia ad esordio precoce con atrofia cerebellare
Atassia Atassia- ATM 11g22-23 Risposta al danno del
telangiectasia telangiectasia DNA

mutata
Disordine simile | Ricombinazion | MRE11 11q21 Risposta al danno del
all’atassia e meiotica 11 DNA
telangiectasia
Atassia con aprassia Apratassina APTX 9p13 Riparazione del DNA,
oculomotoria di processamento del’'RNA
tipo 1
Atassia con aprassia = Senatassina SETX 9934 Possibile riparazione del
oculomotoria di DNA, trascrizione del
tipo 2 DNA, processamento

dell’RNA

Atassia di | Sacsina SACS 13q11 Possibile ripiegamento
Charlevoix- delle proteine
Saguenay
autosomica
recessiva
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Gene/Proteina Gene Locus Funzione della proteina
Atassia Twinkle, twinky = C10orf2 10924 Replicazione del DNA
spinocerebellare ad
esordio infantile
Atassia di Cayman Caytassina ATCAY 19p13.3 Possibile metabolismo dei

neurotrasmettitori

Sindrome di  Proteina BiP-| SIL1 5931 Possibile ripiegamento
Marinesco-Sjogren  associata delle proteine

Tabella 3 - Caratterizzazione molecolare di ARCA.

1.4.1 Atassia di Friedreich (FRDA)

L'atassia di Friedreich (FRDA) & la piu comune tra le ARCA ed in generale tra le eredoatassie, con
una prevalenza di circa 1:30000/50000 nella maggior parte delle popolazioni (Pandolfo, 1999).
L'eta di esordio e tipicamente tra i 5 e i 25 anni di eta. Questa malattia & caratterizzata da una
progressiva e precoce atassia della marcia e degli arti, disartria, perdita del senso di vibrazione e
propriocezione, areflessia, nistagmo e segni piramidali, oltre ad altre complicanze sistemiche come
cardiomiopatia, diabete mellito e scoliosi (Alper and Narayanan, 2003). Pur essendo una malattia

da espansione, FRDA non presenta la progressiva atrofia cerebellare tipica nelle ADCA (Schols et

al., 2004).

Figura 5 - Caratteristiche di neuroimaging delle atassie spinocerebellari
autosomiche recessive. A sinistra € mostrato un paziente con atassia di Friedreich,
al centro uno con atassia telangiectasia, a destra uno affetto da atassia con
aprassia oculomotoria di tipo 2 (modificato da Fogel and Perlman, 2007).
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Nel 98% dei casi, la malattia & causata da espansione di triplette di GAA nel primo introne del gene
FXN, localizzato sul cromosoma 9q13, e codificante per fratassina (Campuzano et al., 1996). Il
numero di ripetizioni GAA puo portare alla formazione di strutture “triplex” di DNA che
impediscono la trascrizione del gene e ne limitano la produzione della proteina (Bidichandani et al.,
1998). La correlazione inversa tra eta di esordio e gravita della malattia con la grandezza delle
espansioni, da 70-90 fino a 1000 ripetizioni GAA (normalita € minore di 40 ripetizioni GAA), sembra
essere causata da espressione residua proteica dell'allele con le espansioni GAA piu piccole. In una
piccola percentuale di casi, tra il 2 ed il 4%, FRDA pu0 essere causata da mutazioni puntiformi in
FXN (Pandolfo, 1999). La fratassina € una proteina mitocondriale (Campuzano et al., 1997); ci sono
evidenze che suggeriscono che la perdita della fratassina danneggi sia il trasporto mitocondriale di
ferro sia le funzioni della catena respiratoria, aumentando lo stress ossidativo ed il danno cellulare

(Bradley et al., 2000).

1.4.2 Atassia-telangiectasia (AT)

L'atassia-telangiectasia (AT) e la malattia-prototipo delle atassie ad esordio precoce con atrofia
cerebellare. | pazienti con AT presentano una disfunzione cerebellare che inizia sin dal secondo-
terzo anno di eta ed e gravemente progressiva (Ball and Xiao, 2005). Latassia-telangectasia si
presenta con aprassia oculomotoria (Chun and Gatti, 2004), atrofia cerebellare, telangiectasia
oculare, gradi variabili di immunodeficienza ed un aumentato rischio per vari tipi di cancro. La
prevalenza e variabile, negli Stati Uniti si stima che sia maggiore di 1:40000. Alte concentrazioni nel
siero di a-fetoproteina costituiscono un marcatore utile per indirizzare la diagnosi (Ball and Xiao,
2005).

L'atassia-telangiectasia € causata da una mutazione nel gene ATM, localizzato sul cromosoma
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11g22-23 (Taylor and Byrd, 2005), ed il suo prodotto & una serina/treonina chinasi coinvolta nella
risposta al danno del DNA (McKinnon, 2004), in particolare nella cascata di trasduzione del segnale
attivata dalla rottura del DNA a doppio filamento. La perdita della funzione della proteina sembra
disgregare la via che conduce o alla regolazione del “checkpoint” del ciclo cellulare o all'apoptosi,

provocando cosi instabilita genomica che plausibilmente da luogo alla malattia (Shiloh, 2006).

1.5 Atassie X-linked

Tra le atassie legate al cromosoma X, le pil comuni sono la sindrome dell'X-fragile associata a
tremore/atassia (FXTAS), causata da espansione di triplette nucleotidiche CCG nel gene FMR1, e
I'anemia sideroblastica legata all'X associata ad atassia, causata da mutazioni convenzionali nel

gene ABCB7 (Jayadev and Bird, 2013).

1.5.1 Sindrome dell'X-fragile associata a tremore/atassia (FXTAS)
La sindrome dell'X-fragile associata a tremore/atassia (FXTAS) & una malattia neurodegenerativa ad
esordio tardivo che colpisce alcuni ma non tutti i portatori di piccole espansioni di ripetizioni CCG

non codificanti (55-200 ripetizioni, premutazione) nel 5’UTR del gene dell'X fragile (FMR1).

Normal Premutation Full Mutation
(CGG) (CGG) (CGG)
n<55 55<n<200 n>200 Genotype
Transcription s = _— T T —
FMR1 mANA ot ]
Translation |
s3v &
FMRP 4 . Q
L £ 3
Normial EXTAS Fragile X Phenotype
Syndrome

Figura 6 - Livelli di espansione CGG in FMR1 (modificato da
Hagerman and Hagerman, 2015).
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Normalmente nel gene FMR1 queste ripetizioni sono presenti in un numero variabile da 6 a 55
volte mentre nelle persone affette dalla Sindrome dell’X-fragile sono ripetute piu di 200 volte
(Figura 6). Le principali caratteristiche della FXTAS includono tremore non a riposo, atassia
cerebellare, Parkinsonismo, deficit di memoria, atrofia cerebrale con disordini della materia bianca,
e declino cognitivo.

Le caratteristiche diagnostiche standard della FXTAS richiedono una premutazione in un allele per
FMR1 ed inoltre una o piu caratteristiche tra tremore non a riposo, atassia cerebellare, alterazione
della materia bianca nei peduncoli cerebellari medi (Brunberg et al., 2002). Sebbene questa
malattia fosse originariamente considerata essere confinata solo al range di espansione della
premutazione, sono stati identificati, recentemente, casi di FXTAS con espansione nella cosiddetta
“zona-grigia” (45-54 ripetizioni di CGG) e, in casi rari, con un allele completamente mutato (piu di
200 ripetizioni) non metilato o mosaico. (Hall D et al., 2012).

Nei pazienti affetti da FXTAS si riscontrano frequentemente anche disordine alterazioni
immunitarie, ipertensione, disfunzione autonoma, apnea nel sonno, sordita ed emicrania
(Hagerman and Hagerman, 2013).

La caratteristica singolare della FXTAS, relativamente al suo meccanismo, & che l'espressione
fenotipica e limitata ai portatori di alleli premutati (raramente agli individui con mosaicismo di
taglia o metilazione (Loesch et al., 2012)) dove FMR1 ¢ trascrizionalmente attivo. La necessita della
presenza di espressione del mRNA di FMR1 ha portato ad ipotizzare un meccanismo patogenetico
(Figura 7) che coinvolge un guadagno di funzione tossico dell'mRNA con espansione di ripetizioni
CGG (Greco et al., 2002). Il guadagno di funzione avviene tramite sequestro delle ripetizioni CGG di
uno o pil proteine, in modo da portare un danno almeno parziale della loro normale funzione
cellulare. Ad oggi non e stata trovata una proteina che singolarmente possa essere responsabile di

tutto lo spettro fenotipico di FXTAS.
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Figura 7 - Possibili meccanismi in atto nella FXTAS (modificato da
Hagerman and Hagerman, 2015).

Secondo un’altra ipotesi, le espansioni di CGG porterebbero ad una traduzione aberrante e a
codoni non-AUG (RAN), dove i piccoli peptidi prodotti risultano tossici. Oltre a meccanismi post-
trascrizionali, anche eventi co-trascrizionali (come la formazione di R-loop) possono portare a
tossicita cellulare, in questo caso attraverso la mancata riparazione di danno del DNA su o vicino
I'R-loop. La mancata riparazione pud anche portare ad un “signaling” continuo di recrutamento di

proteine riparatrici, e cio pud portare a formazione di inclusioni (Hagerman and Hagerman, 2015)

1.5.2 Anemia sideroblastica con atassia legata all'X (XLSA/A)

L'anemia sideroblastica con atassia legata all'X (XLSA/A) & una rara causa si atassia ad esordio
precoce, spesso trascurata a causa della sua lieve componente anemica asintomatica (D'Hooghe et
al., 2012). Le anemie sideroblastiche sono caratterizzate dalla presenza di sideroblasti ad anello nel
midollo osseo a causa di un patologico sovraccarico di ferro nei mitocondri, sia nei precursori
eritroidi che negli eritrociti maturi (Camaschella, 2008). Il difetto genetico rilevato in questa
patologia risiede in mutazioni nel gene ABCB7, nel cromosoma Xql2-g-13, che codifica per una

proteina trasportatrice “ATP-binding cassette” mitocondriale. La malattia e stata riscontrata finora
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in poche famiglie, ognuna con una diversa mutazione missenso (D'Hooghe et al., 2012).

Le principali caratteristiche neurologiche della XLSA/A, oltre all'atassia e all'anemia sideroblastica,
sono disartria, lieve spasticita, ipoplasia o atrofia cerebellare (Bekri et al., 2000).

Il gene ABCB7 e altamente espresso non solo nel midollo osseo ma anche nel cervelletto,
spiegando il fenotipo clinico (Allikmets et al., 1999). L'atassia osservata in XLSA-A potrebbe essere
correlata al danno mediato dall’accumulo del ferro nel mitocondrio o all'alterazione dell'omeostasi
del ferro nelle cellule neurali (Napier et al., 2005).

Il substrato trasportato dalla proteina ABCB7 & sconosciuto. Inizialmente, si pensava che ABCB7
fosse coinvolta nel trasporto dell'eme dal mitocondrio al citosol (Shimada et al., 1998)(Figura 8).
Un possibile meccanismo di ABCB7 prevede una funzione regolatoria (come un centro ferro-zolfo
intatto o un intermedio dell'eme) segnalando alla cellula il contenuto di ferro nel mitocondrio.
Quando le via di sintesi dei centri ferro-zolfo o dell'eme sono perturbate, il compartimento
citosolico percepisce dal mitocondrio, erroneamente, un segnale di deficienza di ferro e rispondere

aumentando il carico di ferro nel mitocondrio, sovraccaricandolo (Ye and Rouault, 2010).
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Figura 8 - Meccanismo molecolare legato alla XLSA/A (modificato da
Hagerman and Hagerman, 2015).
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1.6 Next Generation Sequencing (NGS)

Next Generation Sequencing (NGS) & una nuova tecnologia di sequenziamento che ha
rivoluzionato I'approccio per identificare le cause genetiche di malattie ereditarie rare. La prima
applicazione di successo di NGS ha portato all’identificazione del gene DHODH, responsabile della
sindrome di Miller (Ng et al. 2010). Lavvento della tecnologia NGS ha condotto, dal 2010 ad oggi,
ad una rapida ascesa nell’identificazione di nuovi geni malattia, anche in casi dove il tradizionale
approccio di analisi di linkage sarebbe risultato difficoltoso (Isidor et al., 2011; Wang et al., 2010).
Negli ultimi anni, il sequenziamento del genoma (WGS, Whole Genome Sequencing) ed il
sequenziamento dell'esoma (WES, Whole Exome Sequencing) sono stati riconosciuti come test
universalmente validi nella scoperta di nuove cause in famiglie con malattie a trasmissione
Mendeliana (Yu et al.,, 2012), riducendo i tempi di analisi e costi per campione, rispetto al

sequenziamento tradizionale del DNA con metodo Sanger, una procedura lunga e costosa.

Moore's Law

National Human Genome
Research Institute

genome.gov/sequencingcosts
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Figura 9 - Cambiamento del costo per megabase grezza di sequenza di DNA dal 2001 ad oggi
(modificato da www.genome.gov).
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Tuttavia il trasferimento di WGS nella pratica clinica appare ancora difficile sia per i costi ancora
troppo elevati sia per la mole di dati risultante dal sequenziamento dell’intero genoma, che
richiede complesse analisi di tipo bioinformatico a cui si associa la difficolta nell’attribuire un
significato funzionale a molte delle varianti rilevate. WGS trova attualmente la sua maggiore
applicabilita nel campo della ricerca.

Un’alternativa valida al WGS, nella diagnosi molecolare, e rappresentata da WES. In generale il
sequenziamento dell’esoma consente di ridurre i costi ed i tempi di sequenziamento senza che le
probabilita di successo siano significativamente ridotte. Il limite principale dello studio dell’esoma
e, chiaramente, la mancata determinazione di varianti presenti nella parte non codificante, cosi

come di variazioni del numero di copie e variazioni strutturali (Gilissen et al., 2012).

Moore's Law
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Figura 10 - Cambiamento del costo per genoma dal 2001 ad oggi (www.genome.gov).
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Figura 11 - Ritmo di scoperta di nuovi geni causanti malattie rare usando la Whole Exome
Sequencing (WES)(Boycott et al., 2013).

Inoltre, 'uso di WGS/WES nella pratica clinica &€ ancora oggetto di discussione riguardo ai problemi
etici legati all’identificazione di mutazioni patogenetiche in geni non coinvolti nella malattia del
paziente, definiti “incidental findings”. La seconda limitazione deriva dal fatto che la copertura
delle regioni sequenziate & solitamente troppo bassa per la diagnosi clinica (Johnston et al., 2012).
La copertura totale tende ad oscillare tra I'85 ed il 95%. Questo significa che un particolare gene di
interesse potrebbe non essere coperto o esserlo parzialmente. La ragione risiede nella scarsa
prestazione delle probe di cattura causata da regioni ricche in GC, omologia di sequenza, o
sequenze ripetute. Un approccio pil mirato invece permette una copertura molto piu alta o
addirittura completa.

Un’alternativa all’'utilizzo di WES nella diagnosi molecolare & rappresentata dalla creazione di
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pannelli di geni implicati o correlati con la malattia (Berglund et al., 2013) nei quali si ha
un'amplificazione di molteplici geni in una singola provetta con sufficiente copertura delle
sequenze ottenute. Il vantaggio rispetto a WGS e WES & una migliore amplificazione nelle regioni
codificanti dei geni malattia, una maggiore profondita di analisi ed una maggiore percentuale di
regioni genetiche coperte, ed un piu limitato ma focalizzato numero di varianti malattia da

associare al quadro clinico del paziente.
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2. Scopo della tesi

La grande eterogenicita genica delle atassie ha reso fino ad oggi I'individuazione del gene causativo
mediante sequenziamento tradizionale del DNA (metodo Sanger) una procedura lunga, parziale ed
estremamente costosa. Lapplicazione del sequenziamento massivo di nuova generazione,
consentendo di analizzare una grande quantita di geni contemporaneamente, puo facilitare
I'individuazione di mutazioni patogenetiche, riducendo tempi di analisi e costi per campione.

In questa tesi € stato messo a punto un pannello di sequenziamento massivo targettato a 82 geni,
direttamente implicati o correlati con le eredoatassie cerebellari. Questo pannello ¢ stato applicato
allo studio molecolare di 30 pazienti affetti da eredoatassia, e non ancora diagnosticati dal punto di
vista molecolare. In tutti i pazienti erano state gia escluse le forme piu frequenti di malattia.

Lo sviluppo di una metodica di sequenziamento targettato di nuova generazione amplia la
possibilita di comprendere le cause genetiche delle eredoatassie, di identificare nuove mutazioni, e
permette di definire nuovi fenotipi clinici offrendo una pilu completa correlazione genotipo-

fenotipo.
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3. Materiali e metodi

3.1 Pazienti

Per questa tesi sono stati analizzati 30 pazienti affetti da eredoatassia con atrofia cerebellare,
seguiti presso UOC Medicina Molecolare Malattie Neurodegenerative e Neuromuscolari - IRCCS
Fondazione Stella Maris di Pisa ed in collaborazione con UO Neurologia, Universita Federico Il di
Napoli. Lo studio genetico € stato eseguito previo consenso informato per l'accettazione delle
indagini molecolari. | pazienti sono stati selezionati per questo studio dopo che erano state escluse

le altre forme di atassia ed espansioni di triplette associate con le forme piu comuni di SCA e FRDA.

3.2 Estrazione del DNA

| campioni di DNA sono stati estratti da leucociti ottenuti da prelievo di sangue periferico, trattato
con l'anticoagulante etilendiamminotetracetico (EDTA). L'estrazione del DNA é stata effettuata
utilizzando Magna pure compact (Roche), un sistema automatizzato per isolamento di acidi
nucleici. Nel processo di purifica del DNA le operazioni basiche dello strumento sono le seguenti:

e |l campione di sangue viene caricato dall'operatore nell'apposita cartuccia alla quantita
richiesta dal programma scelto (400 pl)

e Una volta avviata |'operazione al campione viene aggiunta una soluzione contenente un
buffer di lisi per rompere le membrane cellulari e la proteinasi K per eliminare la
componente proteica

e Segue l'inserimento di biglie di silice magnetiche all'interno delle provette, sulla cui
superficie si legano le molecole di DNA per adsorbimento

e Successivamente si ha la separazione magnetica dei complessi biglia-DNA dalla restante

miscela a cui seguono una serie di lavaggi in sequenza per rimuovere i residui cellulari e
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altre componenti aspecifiche

¢ || DNA viene infine eluito all'interno di nuove provette in un volume di 100 pl

3.3 Controllo di qualita e quantita del DNA

Il DNA genomico, una volta estratto, viene stato sottoposto a controlli di qualita che prevedevano
una valutazione di DNA ad alto peso molecolare, non degradato, attraverso la visualizzazione di 2
ul in una corsa elettroforetica su gel di agarosio al 1,5%, ed una stima della concentrazione con
Qubit. La concentrazione viene misurata con il Qubit dsDNA Broad Range Assay (Invitrogen). In
guesta metodologia, viene utilizzata, per ciascun campione, una soluzione costituita da 1 pl di
Qubit Reagent e 199 ul di Qubit Buffer. A tale soluzione si aggiunge 1 pl di DNA, relativo a ciascun

campione, e si effettua la lettura su Qubit, previa lettura effettuata su standard interni.

Standards from kit

Ensure all reagents are
at room temperature m lﬁﬂ

b = .

i 10 uL\ 10 ,.L\

s Final volume
iQuant™ 190 pL is 200 pL
Reagent

T
User Samples

ViYW

iQuant™ iQuant™ 1-50uL\ 1-504L\ 1-50 uL\

Buffer Working :
Solution Final volume
150199 uL is 200 pL

Figura 12 - Preparazione dei campioni nel Qubit dsDNA Broad Range Assay
[www.genecopoeia.com].
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3.4 Elettroforesi su gel d'agarosio

Uno dei primi e piu semplici metodi utilizzati per la rivelazione del DNA sia come tale che
amplificato mediante PCR consiste nella corsa elettroforetica in un campo elettrico a intensita e
direzione costante, su gel d’agarosio. In sostanza, un gel pud essere immaginato come una rete
molecolare attraverso le cui maglie si fanno migrare le macromolecole sotto I'azione di un campo
elettrico. La velocita di migrazione elettroforetica di una molecola in un gel d’agarosio dipende da
piu parametri quali il peso molecolare, la conformazione dell'acido nucleico, la concentrazione
dell’agarosio, la corrente applicata e la temperatura. In generale si pud dire che la velocita di
migrazione del DNA nella matrice del gel & inversamente proporzionale al logl0 del numero di
coppie di basi e quindi alla grandezza del frammento di DNA amplificato. In questo lavoro le
molecole di DNA sono state separate su gel d’agarosio all’1.5%, preparato sciogliendo su una
piastra riscaldante 1.5g di agarosio in 100 ml di tampone di corsaTBE 1X (tris-borato e acido borico
0.089 M ed EDTA 0.001 M), nel quale viene aggiunto etidio bromuro in quantita pari al 5%, un
colorante fluorescente contenente un gruppo planare che ha la capacita di intercalarsi tra le basi
del DNA. Letidio bromuro legato al DNA ha un massimo di assorbimento alla lunghezza d’'onda di
302 nm e, sottoposto a luce ultravioletta mediante un transilluminatore, emette una fluorescenza

rosa/arancione consentendo la visualizzazione delle bande che hanno migrato lungo il gel.

camera di elettroforesi

soluzione tampone  frammenti di DNA gel di agarosio

elettrodo elettrodo
e i frammenti di DNA piccoli @
(CATODO) avanzano nel gel di pit (ANODO)
di quelli grandi

Figura 13 - Meccanismo dell'elettroforesi su gel di agarosio
(www.elettroforesi.weebly.com).
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3.5 Polymerase chain reaction (PCR)

Le varianti identificate mediante NGS sono state confermate mediante sequenziamento
tradizionale Sanger. A tale scopo € necessario ottenere un amplificato della regione recante la
variante. Gli ampliconi sono ottenuti mediante Polymerase chain reaction (PCR), una reazione di
amplificazione in vitro di un segmento specifico di DNA . Nella reazione sono coinvolti tre segmenti
dell’acido nucleico: lo “stampo” di DNA a doppia elica, che deve essere amplificato e due primers,
complementari a zone specifiche sulle opposte catene di DNA. Ogni primer innesca la sintesi di
catene verso l'altro primer. Il risultato € una amplificazione della regione di DNA compreso tra gli
stessi primers. Inoltre sono presenti una componente proteica enzimatica (una DNA polimerasi),
appropriati deossiribonucleotidi, un tampone e dei sali. Uenzima inizialmente utilizzato era
facilmente distrutto dal calore e, di conseguenza, doveva essere aggiunto durante ciascun ciclo
della reazione; la polimerasi attualmente utilizzata, invece, la Taq polimerasi, estratta da un
batterio termofilo (Thermus aquaticus), € termoresistente e quindi stabile e attiva alle alte
temperature e puo essere aggiunta solo all’inizio del processo.

Un tipico ciclo di PCR comprende le seguenti fasi:

e Denaturazione mediante calore del DNA a doppia elica. La temperatura e il tempo di questa
fase dipendono dal mezzo di reazione e dalla composizione in basi, dalla lunghezza e dalla
guantita del DNA bersaglio.

e |bridazione dei primers (annealing). Le condizioni di temperatura di questa fase dipendono
dalla Tm ( temperatura di melting), quindi dalla composizione in basi dei primers stessi. Per
primers fino a 25 basi la Tm puo essere calcolata secondo la seguente relazione:

Tm =2 °C (A+T) + 4°C (G+C) -=5°C
La durata di questo step deve essere scelta in base alla lunghezza e alla composizione dei

primers.
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e Elongazione della catena di DNA. La temperatura di estensione dei primers corrisponde a
guella ottimale per I'enzima impiegato. Per la Taq polimerasi la temperatura generalmente
utilizzata e di 72°C; a questa temperatura la Taq polimerasi & capace di incorporare 3550
nucleotidi al secondo. Il tempo di estensione dipende, principalmente, dalla lunghezza della
sequenza che deve essere amplificata. La reazione ha un andamento esponenziale, dato
che ad ogni ciclo gli stessi prodotti di amplificazione fungono da substrato per i cicli
successivi. Sono sufficienti 25-30 cicli per ottenere milioni di copie della sequenza

d’interesse.

Polymerase chain reaction - PCR
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Figura 14 - Meccanismo della Polymerase Chain Reaction (PCR) [www.abmgood.com].

| prodotti di PCR vengono poi purificati con “Exo-SAP” (exonuclease I-shrimp alkaline phosphatase)

prima di procedere al sequenziamento.
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3.6 Sequenziamento automatico con metodo Sanger

La sequenza nucleotidica di un amplicone e stata ottenuta con il metodo di Sanger (Sanger, 1977)
effettuando un’elettroforesi capillare tramite il sequenziatore automatico “ABI 3500 genetic
analyzer” (Life Technologies) in associazione al kit “BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kits”
(BD3.1) (Life Technologies). Questo metodo implica la formazione, a partire dal prodotto di PCR
precedentemente purificato mediante reazione enzimatica “Exo-SAP”, di un nuovo filamento di
DNA tramite la sintesi in vitro (PCR di sequenza).

BD3.1 & una mix che contiene una DNA polimerasi, che ha funzione di copiare una particolare
sequenza del DNA target a partire da un primer complementare ad una sequenza del DNA target.
Inoltre sono presenti i 4 deossiribonucleotidi trifosfato (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) che permettono
I'allungamento del filamento e analoghi 2’,3’-dideossi di ogni base (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP)
marcati ciascuno con diversa fluorescenza. L'incorporazione dei dideossi interrompe a diversi livelli
la crescita della nuova catena perché privi del terminale ossidrilico in 3’, necessario per formare il
successivo legame fosfodiesterico. In questo modo si producono casualmente frammenti di
lunghezza diversa, tutti con un dideossiribonucleotide marcato all’estremita 3’. Tali frammenti
vengono separati mediante elettroforesi capillare su sequenziatore. Al passaggio delle molecole

davanti alla lampada laser i fluorocromi vengono eccitati con conseguente emissione di

fluorescenza che verra captata e rielaborata da un software e convertita in elettroferogramma.
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Figura 15 - Sequenziamento automatico mediante
elettroforesi capillare.

Le reazioni di sequenza sono poi purificate con colonne “G50 Dye terminator removal kit” (RBC
Bioscience) e caricate su una piastra 96 pozzetti per sequenziatore dopo I'aggiunta di un agente
denaturante (formammide). Lanalisi degli elettroferogrammi & stata fatta con l'ausilio del software

SeqgScape v2.7 (Life Technologies).
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3.7 Next Generation Sequencing (NGS)

NGS rappresenta una tecnologia che si & andata sviluppando negli ultimi anni e consente un
sequenziamento parallelo massivo, per cui numerose reazioni possono avvenire in contemporanea
generando una quantita di dati decisamente superiore alla tecnica tradizionale tipo Sanger, in
tempi brevi e con costi inferiori. La modalita utilizzata in questo studio € “amplicon based”.
Sebbene esistano diverse piattaforme di sequenziamento, tutti questi sistemi condividono almeno

tre passi fondamentali:

e Preparazione e immobilizzazione del DNA (“sequencing library”)

e Reazione di amplificazione (PCR)

e Reazione di sequenziamento.
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Figura 16 - Fasi della Next Generation Sequencing.
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Nel presente studio ¢ stato utlizzata la metodologia “Halopex target enrichement system” (Agilent)
su piattaforma Miseq (lllumina) che consiste nella selezione, tramite reazioni di ibridazione con
sonde specifiche, di regioni genomiche relative al pannello di geni prescelti in modo da

sequenziare soltanto le porzioni di interesse (applicazione “Target resequencing”).

3.7.1 Creazione del pannello
Sulla base dei dati riportati in letteratura sono stati selezionati 82 geni (Tabella 4) direttamente gia

noti essere associati con eredoatassie o con malattie fenotipicamente simili.

Gene Localizzazione  Fenotipo Trasmissione
ABCB7 Xgl3.3 Anemia sideroblastica con atassia XR
ACO2 22q13.2 Atrofia ottica tipo 9 AR
Degenerazione infantile cerebello-retinica AR
ADCK3 1g42.13 Deficienza primaria di Coenzima Q10 AR
AFG3L2 18p11.21 Atassia spastica tipo 5 AR
Atassia spinocerebellare 28 AD
AMPD2 1p.13.3 Paraplegia spastica 63 AR
Ipoplasia pontocerebellare di tipo 9 AR
ANO10 3p21.1-p21.3 Atassia spinocerebellare tipo 10 recessiva AR
APTX 9p21.1 Atassia con aprassia oculomotoria eAR
ipoalbuminemia ad esordio precoce
ATCAY 19p13.3 Atassia cerebellare tipo Cayman AR
ATM 11922.3 Atassia-telangiectasia AR
Suscettibilita al cancro al seno AD
ATP1A3 19q13.2 Emiplegia alternante tipo 2 AD
Sindrome di CAPOS AD
Distonia tipo 12 AD
ATP2A3 17p13.2 - -
ATP8A2 13q12.13 Atassia cerebellare, ritardo mentale eAR
sindrome del disequilibrio tipo 4
BEAN1 1621 Atassia spinocerebellare tipo 31 AD
BRF1 14932.33 Sindrome cerebellofaciodentale AR
C100RF2 10g24.31 Sindrome  di  deplezione di DNAAR
mitocondriale tipo 7
Sindrome di Perrault tipo 5 AR
Oftalmoplegia progressiva esterna conAD
delezione di DNA mitocondriale
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Gene Localizzazione  Fenotipo Trasmissione
CA8 8gl2.1 Atassia cerebellare e ritardo mentale con 0AR
senza locomozione quadrupedale tipo 3
CACNAIA 19p13.13 Atassia episodica di tipo 2 AD
Emicrania emiplegica familiare tipo 1 AD
Emicrania emiplegica familiare tipo 1 conAD
progressiva atassia cerebellare
Atassia spinocerebellare tipo 6 AD
CACNB4 2g23.3 Atassia episodica tipo 5 -
Suscettibilita ad  epilessia  idiopaticaAD
generalizzata
Suscettibilita ad epilessia mioclonicaAD
giovanile
CAMTA1 1p36.31-p36.23 |Atassia cerebellare non progressiva conAD
ritardo mentale
CASK Xpll.4 Sindrome FG 4 -
Ritardo mentale e microcefalia con ipoplasiaXD
pontina e cerebellare
Ritardo mentale con o senza nistagmo -
CHMP1A 16qg24.3 Ipoplasia pontocerebellare tipo 8 AR
CLP1 11q12.1 Ipoplasia pontocerebellare tipo 10 AR
coqQz 4921.22-q21.23 Deficienza primaria di coenzima Q10 1 AR
EEF2 16p13.3 - -
ELOVL4 6g14.1 Atassia spinocerebellare tipo 34 AD
Ittiosi, quadriplegia spastica e ritardoAR
mentale AD
Malattia di Stargardt
EXOSC3 9p13.2 Ipoplasia pontocerebellare tipo 1B AR
FGF14 13g33.1 Atassia spinocerebellare tipo27 AD
FLVCR1 1932.3 Atassia con retinite pigmentosa AR
GRID2 4922.1-9q.22.2 Atassia spinocerebellare tipo 18 recessiva AR
GRM1 6g24.3 Atassia spinocerebellare tipol3 recessiva AR
IFRD1 7931.1 - -
ITPR1 3p26.1 Atassia spinocerebellare tipo 15 AD
Atassia spinocerebellare tipo 29 congenitaAD
non progressiva
KCNA1 12p13.32 Atassia episodica/sindrome miochimia AD
KCNC3 19q13.33 Atassia spinocerebellare tipo 13 AD
KCND3 1p13.2 Sindrome di Brugada tipo 9 AD
Atassia spinocerebellare tipo 19 AD
KCNJ10 1g23.2 Acquedotto vestibolare allargato AR
Sindrome SESAME AR
KIAA0226 3929 Atassia spinocerebellare tipo 15 recessiva AR
KIF1A 2937.3 Ritardo mentale tipo 9 AD
Neuropatia ereditaria sensoria di tipo IIC AR
Paraplegia spastica tipo 30 AR
KIF1C 17p13.2 Atassia spastica tipo 2 AR
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Gene Localizzazione  Fenotipo Trasmissione
MARS2 2933.1 Deficienza combinata della fosforilazione AR
ossidativa
Atassia spastica tipo 3 AR
MRE11A 11921 Malattia atassia-telangiectasia-simile AR
MTPAP 10p11.23 Atassia spastica tipo 4 AR
NOP56 20p13 Atassia spinocerebellare tipo 36 AD
NPC1 18q11.2 Malattia di Niemann-Pick tipo C1 AR
Malattia di Niemann-Pick tipo D AR
OPHN1 Xgl12 Ritardo mentale con ipoplasia cerebellare e XR
tratti facciali caratteristici
PDYN 20p13 Atassia spinocerebellare tipo 23 AD
PIK3R5 17p13.1 Atassia con aprassia oculomotoria tipo 3 AR
PLEKHG4 16g22.1 - -
PMPCA 9g34.3 Atassia spinocerebellare tipo 2 recessiva AR
PNKP 19913.33 Atassia con aprassia oculomotoria tipo 4 AR
Microcefalia, convulsioni e ritardo delloAR
sviluppo
PNPLA6 19p13.2 Sindrome di Laurence-Moon AR
Sindrome di Boucher-Neuhauser AR
Sindrome di Oliver-McFarlane AR
Paraplegia spastica tipo 39 AR
PRKCG 19q13.42 Atassia spinocerebellare tipo 14 AD
RARS2 6915 Ipoplasia pontocerebellare tipo 6 AR
RNF216 7p22.1 Atassia  cerebellare e ipogonadismoAR
ipogonadotropico
SACS 13g12.12 Atassia spastica di Charlevoix-Saguenay AR
SETX 9q34.13 Sclerosi laterale amiotrofica giovanile tipo 4 AD
Atassia spinocerebellare tipo 1 recessiva AR
SIL1 5g31.2 Sindrome di Marinesco-Sjogren AR
SLC1A3 5p13.2 Atassia episodica tipo 6 -
SNX14 6q14.3 Atassia spinocerebellare tipo 20 recessiva AR
SPG7 16024.3 Paraplegia spastica tipo 7 AR/AD
SPTBN2 11q13.2 Atassia spinocerebellare tipo 5 AD
Atassia spinocerebellare tipo 14 recessiva AR
STUB1 16p13.3 Atassia spinocerebellare tipo 16 recessiva AR
SYNE1 6g25.2 Distrofia muscolare di Emery-Dreifuss AD
Atassia spinocerebellare tipo 8 recessiva AR
SYT14 1932.2 Atassia spinocerebellare tipo 11 recessiva AR
TDP1 14g32.11 Atassia spinocerebellare con neuropatia-
assonale
TGM6 20p13 Atassia spinocerebellare tipo 35 AD
TPP1 11p15.4 Lipofuscina ceroide neuronale tipo 2 AR
Atassia spinocerebellare tipo 7 recessiva AR
TRPC3 4q27 Atassia spinocerebellare tipo41 AD
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Gene Localizzazione  Fenotipo Trasmissione

TSEN54 17925.1 Ipoplasia pontocerebellare tipo 5 AR
Ipoplasia pontocerebellare tipo 2A AR
Ipoplasia pontocerebellare tipo 4 AR

TTBK2 15q15.2 Atassia spinocerebellare tipo 11 AD

TTC19 17p12 Deficienza mitocondriale del complesso Il diAR
tipo nucleare 2

TTPA 8g12.3 Atassia con deficienza isolata di vitamina E AR

TUBB4A 19p13.3 Distonia tipo 4 e torsione AD
Leucodistrofia ipomielinizzante tipo 6 AD

UBR4 1p36.13 - -

VAMP1 12p13.31 Atassia spastica 1 AD

VLDLR 9p24.2 Ipoplasia cerebellare e ritardo mentale conAR
o senza locomozione quadrupedale tipo 1

VRK1 14q932.2 Ipoplasia pontocerebellare tipo 1A AR

WDR81 17p13.3 Atassia cerebellare, ritardo mentale eAR
sindrome del disequilibrio tipo 2

WFS1 4pl6.1 Cataratta tipo 41 AD
Sordita tipo 6/14/38 AD
Sindrome di Wolfram AR
Sindrome Wolfram-simile AD
Associazione con diabete mellito non-AD
insulina dipendente

wwox 16g23.1-g23.2 [Encefalopatia epilettica precoce infantile AR
Carcinoma somatico esofageo a cellule-
squamose
Atassia spinocerebellare tipo 12 recessiva AR

ZFYVE26 14924.1 Paraplegia spastica tipo 15 AR

ZNF592 15¢25.3 - -

Tabella 4 — Caratteristiche dei geni del pannello.

Il pannello e stato disegnato utilizzando “SureDesign” (Agilent), che in seguito fornisce un report

contenente le informazioni riguardanti il pannello disegnato.

Specie Homo sapiens
Lunghezze delle letture 250 bp

Geni target 82

Regioni target 1605
Grandezza della regione 353.857 kbp
Ampliconi totali 17977
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Basi target totali analizzabili 353.38 kbp

Grandezza del disegno totale 871.92 kbp

sequenziabile

Copertura totale 99,86%

Sequenziamento minimo 174.39 Mbp

raccomandato per campione

Database RefSeq, Ensembl, SNP, Cytoband

Regioni Esoni codificanti

Estensioni delle regioni 25 basi dalla fine del 3' a 25 basi
dalla fine del 5'

Tabella 5 — Caratteristiche del pannello.

3.7.2 Preparazione delle librerie

La preparazione delle librerie si riassume in 4 passaggi principali.
- Digestione DNA genomico con enzimi di restrizione per frammentare il DNA
- lbridazione delle sonde: le sonde delle librerie sono aggiunte e fatte ibridare al frammento
target. Ogni sonda € un oligonucleotide biotinilato disegnato in modo da ibridare con
entrambe le estremita al frammento di restrizione target in modo da portare i frammenti a
formare una molecola di DNA circolare. Le sonde inoltre contengono un motivo di
sequenziamento metodo-specifico che viene incorporato durante la circolarizzazione
- Ligazione e purificazione: le sonde sono biotinilate ed i frammenti target possono essere
quindi recuperati con biglie magnetiche ricoperte di streptavidina. Le molecole circolari sono
quindi chiuse con la ligazione, una reazione molto precisa che assicura che solo i frammenti
perfettamente ibridati vengano circolarizzati.
- Amplificazione dei frammenti con la reazione di polimerizzazione a catena (PCR): solo i
frammenti circolari vengono amplificati, fornendo un prodotto di amplificazione pronto per il

sequenziamento.
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1) Digest genomic DNA.

—

2) Hybridize the HaloPlex probe library in presence of the Indexing Primer
Cassette. Hybridization results in gDNA fragment circularization and
incorporation of indexes and lllumina sequencing motifs.

Lo——

3) Capture target DNA-probe hybrids. Biotinylation of probe DMNA
allows capture using streptavidin-coated magnetic beads.

O ~O
OCO

4) PCR amplify targeted fragments to produce a sequencing-ready,
target-enriched sample.

Figura 17 - Fasi della preparazione delle librerie
(www.genomics.agilent.com).

Entrando nello specifico delle procedure e dei materiali utilizzati nella preparazione delle librerie, i
passaggi sono i seguenti:
Step 1. Digestione del DNA genomico con enzimi di restrizione
e Per una resa ottimale si utilizzano 225 ng di DNA per ciascun paziente e a ciascun campione
vengono poi aggiunti 45 pl di acqua sterile per arrivare alla concentrazione finale di 5ng/pl.
e | campioni che possono essere processati in ciascuna reazione sono 12, di cui 11 campioni
di DNA genomico ed un campione “Enrichment Control DNA”, fornito con i reagenti di

“Haloplex Target enrichement” (Agilent) che puo essere utilizzato per controllo di verifica in
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alcuni passaggi della preparazione delle librerie.

Il DNA genomico dei pazienti viene digerito con 16 differenti enzimi di restrizione per creare
una libreria di frammenti di restrizione di DNA genomico. Questa reazione viene effettuata
mettendo insieme un buffer per gli enzimi di restrizione (34 pl), BSA (0,85 pl) ed otto
differenti reazioni di restrizione (contenenti ciascuno due enzimi di restrizione, per un
totale di 16 enzimi di restrizione per ciascun campione. Le reazioni di digestione sono
messe poi in un termociclizzatore a 37°C per 30 minuti a cui segue un passaggio ad 80°C per

5 minuti per inattivare gli enzimi di restrizione.
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OO0 0000000 0

|

A

RE Master Mix Strip

00 ee
00 e
0eee
000 e
00 ee
e ee
00 ee
00 0e
00 ee
0 e ee
oeee

Q
Q
@)
@
1.2 345 6 7 8 910 11 12

Figura 18 - Distribuzione delle miscele di enzimi di restrizione
nella piastra (www.genomics.agilent.com).

gDNA Samples 1-11 ( 5 ng/piL)
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Figura 19 - Distribuzione dei campioni nelle miscele contenenti
gli enzimi di restrizione (www.genomics.agilent.com).
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Step 2. Ibridazione del DNA digerito con le sonde per i

|ll

target enrichment” ed il “sample indexing”
In questa fase, la collezione di frammenti di restrizione di DNA genomico sono ibridati con
sonde specifiche. Le sonde sono disegnate per ibridare selettivamente frammenti di regioni
target relative ai geni del pannello e per indurre la circolarizzazione dei frammenti. Durante
il processo vengono incorporate nei frammenti target delle sequenze nucleotidiche “index”,
diverse per ciascun campione di DNA che consentiranno al termine del sequenziamento di
identificare I'appartenenza dei prodotti relativi al sequenziamento dei diversi campioni.

La reazione di ibridazione viene preparata, per ogni campione, con 50 pl di “Hybridation
Solution” e 20 pl di “Haloplex Probe”, a cui vengono aggiunti 10 ul di “Indexing Primer
Cassette” e tutto il DNA digerito. La reazione avviene in un termociclizzatore prima a 95°C

per 10 minuti e poi a 54°C “overnight”.

Step3. Cattura del DNA target

In questa fase il prodotto della reazione di ibridazione, contenente biotina, viene catturato
con biglie con streptavidina.

In questo passaggio, per ogni reazione vengono utilizzati “Haloplex Magnetic Bead
Suspension” (40 ul), “Capture Solution” (40 ul), “Wash Solution” (100 ul) e una piastra

magnetica che consente di catturare le biglie di streptavidina.

Step4. Ligazione dei frammenti catturati e circolarizzati

In questa fase una DNA ligasi viene aggiunta alla reazione di cattura per chiudere i tagli nel
prodotto di ibridazione circolarizzato.
La reazione di ligazione si effettua, per ogni campione, con una “Ligation Solution” (47,5 ul)

e una DNA ligasi (2,5 ul), usando poi un termociclizzatore impostato a 55°C per 10 minuti.

Step 5. Eluizione del DNA catturato con NaOH

In questa fase si eluisce il DNA catturato utilizzando 100 ul di SSC Buffer e 25 pl di NaOH
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mM, servendosi ancora della piastra magnetica.
Step 6. Amplificazione delle librerie tramite reazione della polimerasi a catena (PCR)
e In questa fase si amplificano le librerie del DNA catturato con una normale PCR.
e La reazione di PCR si effettua utilizzando il DNA catturato (20 ul), “Nuclease-free water”
(16,1 pl), 5X Herculase Il Reaction Buffer (10ul), dNTPs (100 mM, 25 mM per ogni dNTP)
(0,4 pl), Primer 1 25 mM (1 ul), Primer 2 25 mM (1 ul), Acido acetico 2 M (0,5 pl) ed
Herculase Il Fusion DNA Polymerase (1 ul). Il programma per I'amplificazione prevede 2
minuti a 58°C, 21 cicli 98°C-30 secondi/60°C-30 secondi/72°C-1 minuto, 10 minuti a 72°C e
poi 8°C.
Step 7. Purificazione delle librerie amplificate
¢ In questa fase, il DNA target amplificato viene purificato con “AMPure XP beads”.
e La purifica avviene con una serie di lavaggi, si effettua utilizzando, per ogni campione, 40 pl
di DNA amplificato, “Nuclease-free water” (40 ul), “AMPure XP beads” (100 ul), etanolo

70% (400 pl)

3.7.3 Quantizzazione delle librerie su Tapestation
In questa fase si verifica I'esito positivo della costruzione delle librerie di interesse e se ne valuta la
concentrazione.
e L'analisi viene fatta utilizzando “High Sensitivity D1000 ScreenTape”.
e Per ogni campione si utilizzano 2 ul di “D1000 Sample Buffer” e 2 ul di libreria; viene
utilizzato anche un “ladder di riferimento”, con una preparazione analoga. | campioni e il

“ladder” vengono poi miscelati per 2’ a 2000 rpm e quindi analizzati nella Tape Station.
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Figura 20 - Preparazione dei campione per I'analisi alla Tape Station (www.agilent.com).

e [L'elettroferogramma ottenuto viene analizzato per ogni campione. Si sceglie un certo range
di paia di basi (specifico per il pannello) e si determina la concentrazione di DNA arricchito
integrando I'area della curva che si trova in un range. Per una accurata quantificazione e

necessario che ciascuna libreria sia nel range quantitativo di 75-1000 pg/ul.
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Figura 21 - Esempio di elettroferogramma ottenuto dopo I'analisi alla Tape Station con
“High Sensitivity D1000 ScreenTape” (www.agilent.com).
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3.7.4 Sequenziamento su piattaforma Miseq lllumina

Il metodo di sequenziamento su piattaforma Miseq Illumina avviene mediante un processo di

amplificazione a ponte “bridge amplification”. | frammenti delle librerie presentano alle estremita

degli oligo-adattatori che si legano ad oligonucleotidi complementari immobilizzati su una flow-

cell.

Fragment DNA

|

Repair ends
Add A overhang

|

Ligate adapters

|

Select ligated DNA

Figura 22 — Fasi della Next Generation Sequencing: preparazione librerie (Ansorge WJ, 2009.)

| frammenti di DNA delle librerie si legano con entrambe le estremita a questi oligonucleoti,

formando delle strutture a ponte. Ogni frammento € amplificato attraverso “bridge amplification”

formando dei “clusters”.

Attach DNA to
flow cell

}

Perform bridge
amplification

|

Generate clusters

|

Anneal sequencing
primer

Figura 23 — Fasi della Next Generation Sequencing: bridge PCR (Ansorge WJ, 2009).
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Il sequenziamento, nella piattaforma lllumina impiega un metodo ciclico di incorporazione,
fluorescenza, immagine e lavaggio, sfruttando la chimica di particolari dinucleotidi modificati,
sviluppati sulla base dei dideossinucleotidi utilizzati nella tecnologia Sanger. Tali nucleotidi sono
rappresentati dalla molecola 3’ _O_Ozydomethyl, che riproducono dei terminatori reversibili.
Durante il sequenziamento & presente un miscela delle quattro basi dinuclotidiche modificate e
fluorescinate con quattro diversi fluorocromi che competono tra di loro. A seguito
dell'incorporazione della base complementare alla prima base del filamento, il laser eccita la
molecola ed il segnale luminoso viene raccolto come immagine per identificare la base appena
aggiunta. Nel passaggio successivo viene ripristinato il 3'OH del dinucleotide modificato, appena
incorporato, che sara quindi in grado di accogliere la seconda base. Questo processo si verifica
contemporaneamente per tutti i filamenti all’interno della flow-cell e le immagini vengono raccolte

indipendentemente per ciascuno degli otto canali della flow-cell.

Extend first base,
read, and deblock

] |

Repeat step above
to extend strand

: !

Generate base calls

q===me=ee==

Figura 24 — Fasi della Next Generation Sequencing: sequenziamento (Ansorge WJ, 2009)

e Preparazione del pool. Per il caricamento delle librerie su Miseq (lllumina) si procede con la

preparazione di un pool di librerie alla concentrazione finale di 2nM. Successivamente 5 uL
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del pool 2nM vengono denaturati con 5 pl di 0.2N NaOH alle quali si aggiungono 990 ul di
“Pre-chilled HT1”, ottenendo un pool 10 pM. L'ultima diluizione viene effettuata miscelando
480 pL di librerie 10 pM con 120 uL “Pre-chilled HT1” per ottenere un pool di librerie 8 pM.

e Programmazione del del MiSeq (lllumina) secondo gli appositi parametri di corsa (creazione
della lista dei campioni con i rispettivi index, parametri di corsa per “Haloplex Target
Enrichement”).

e Inserimento della “cartridge” del “Miseq reagent kit v2 (2x150bp)” e “flow cell” da 4.5Gb.

3.7.5 Analisi dei dati

L'analisi dei dati e stata effettuata mediante I'uso del software SureCall (Agilent) che allinea i dati
grezzi ottenuti dal sequenziamento con Miseq, in formato FASTQ, con le sequenze del genoma
umano di riferimento (hg19), relative ai geni presenti nel pannello in esame.

Le differenze che intercorrono tra questi due input rappresentano le varianti individuate nei
campioni caricati per il sequenziamento. Le varianti sono state, tuttavia, analizzate e filtrate
principalmente con il software “Ingenuity variant analysis” (Qiagen) che consente di ottenere in un
unico file le varianti presenti in tutti i campioni analizzati. Ulteriore conferma delle varianti e stata
effettuata con wAnnovar (http://wannovar.usc.edu/), il web-server del software di analisi Annovar.
| dati ottenuti dall'analisi di “Ingenuity variant analysis” sono stati filtrati secondo i seguenti
parametri:

e Qualita della chiamata (Call Quality). Tutte le varianti ottenute hanno uno score riportato

sotto la voce Call quality, che rappresenta la probabilita che la variante identificata sia
effettivamente vera. Secondo questo parametro, vengono scartate le varianti rappresentate
da una Call quality < 30.

e Copertura (Read Deapth). Ogni variante ottenuta viene rappresentata anche da un indice di
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copertura, che rappresenta il numero di volte che quella variante é stata sequenziata. Piu
alta & la copertura di una variante, piu & alto il numero di volte che la variante e stata
sequenziata, piu & probabile che la chiamata sia vera. Secondo questo parametro, vengono
scartate le varianti rappresentate da una Read Deapth < 20X.

Frequenza. | dati che otteniamo tengono conto di tutte le varianti, indipendentemente da
qguale sia la loro frequenza. Diventa quindi importante eliminare tutte quelle varianti che
sono potenzialmente polimorfismi nella popolazione. Questo viene fatto applicando un
filtro imponendo di scartare tutte le varianti che hanno una frequenza maggiore dell'1%
nella popolazione e quindi non sono considerate “rare”. Il principale database su cui viene
fatto riferimento la frequenza delle varianti & Exome Aggregation Consortium (ExAC), un
database online (http://www.exac.broadinstitute.org) che raccoglie tutte le frequenze delle
varianti geniche identificate da analisi di 65000 esomi effettuati in un’ampia varieta di
progetti di sequenziamento su larga scala. | dati ottenuti prendono in considerazione anche
la frequenza di altri due database 1000 Genomi (http://www.1000genomes.org), e NHLBI-
ESP 6500 (http://evs.gs.washington.edu/EVS/)

Falsi positivi. Alcune varianti possono essere presenti contemporaneamente in pil
campioni; considerando che le patologie prese in considerazione sono malattie rare e
oltretutto geneticamente molto eterogenee, & difficile immaginare che molti campioni
abbiano contemporaneamente la stessa variante. Queste varianti (per lo piu delezioni o
inserzioni) vengono esaminate sul visualizzatore di SureCall e si tratta, nella maggior parte
dei casi, di errori del sequenziamento NGS. Queste varianti vengono considerate falsi
positivi. Il filtraggio viene fatto scartando le varianti presenti in pit di due diversi campioni.

Predizione dell'impatto sulla proteina delle mutazioni missenso. | dati ottenuti fanno

riferimento a due siti di predizione dell'effetto di una variante sulla proteina risultante, SIFT
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e PolyPhen. l'algoritmo SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) (http://sift.jcvi.org/) € in
grado di predire se una determinata sostituzione aminoacidica possa alterare la funzionalita
della proteina utilizzando come parametri di predizione 'omologia di sequenza e I'analisi
fisico-chimica degli aminoacidi. Per ogni sostituzione aminoacidica, tale algoritmo assegna
un punteggio: variazioni prossime a 0 (varianti tollerate) a variazioni prossime a 1 (predette
deleterie). L'algoritmo Polyphen (Polymorphism Phenotyping)
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) utilizza come parametri di predizione 'omologia
di sequenza e informazioni filogenetiche e assegna 3 classi “Probably damaging” (score
>0.85), “Possibly damaging” (0.85-0.15) e benigne (<0.15).

Il filtro applicato, secondo questo parametro, & stato effettuato scartando le varianti

considerate benigne da PolyPhen.

Lab Result

Published + in house data
l % Segregation studies
Population frequency
Clinical Data A.Y:ﬂtaart‘: - .,__‘/_,..— Amino acid conservation
o o «—— Predictions: PolyPhen, SIFT, etc
Custom *———— Splicing predictions
knowledge Variant
classification |~ | B s i
* Additional Info
Likely
Benign Benign vus

Clinical Report

Figura 25 - Workflow dell'analisi dati

Predizione delle varianti introniche sullo splicing. Le varianti introniche possono influire

sullo splicing e quindi alterare la proteina. Sono state prese in considerazione le varianti
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introniche che sono posizionate fino a -40 e +40 rispetto all'esone preso in considerazione.
Il peso delle varianti viene assegnato in base al loro grado di conservazione. Vengono
considerate patogenetiche le varianti introniche +2 (siti accettore e donatore di splicing)
rispetto ad un esone. Le varianti introniche sono state esaminate secondo il seguente
ordine di priorita: entro 5 rispetto ad un esone (altamente conservate), entro +15 (molto
conservate) ed entro +40 (conservate). L'impatto delle varianti introniche sullo splicing &
stato effettuato utilizzando su due siti  di predizione quali NetGene2
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/) e BDGP (http://www.fruitfly.org). Questi due
siti di predizione sono stati utilizzati anche per le varianti sinonime, nel range di 5 nucleotidi
dall'inizio e dalla fine di un esone che pur non avendo effetto sulla sequenza aminoacidica

possono comungue, con il cambiamento della sequenza nucleotidica, influire sullo splicing.

Dopo la corsa viene fornito un report dove vengono riportate il numero di basi lette, le letture
effettuate e la loro qualita. Vengono forniti anche i dati riguardo al coverage di ciascun gene.
Quando il coverage e inferiore al 100% puo dipendere, a priori dal disegno del pannello per la
presenza di regioni del DNA sulle quali non & possibile disegnare delle sonde ottimali o da qualche
problema di amplificazione legato alla qualita del DNA e, non ultimo, alla presenza di estese
delezioni. Una valutazione delle regioni con una bassa copertura & importante in quanto potrebbe
suggerire di sequenziare con metodo Sanger le regioni non coperte per una valutazione ottimale

nell'analisi complessiva.
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4. Risultati

Sono stati esaminati 30 pazienti, di cui 17 maschi (57%) e 13 femmine (43%), con un'eta media di

44.1418.2 anni. Le principali caratteristiche di questo gruppo di pazienti sono riportate nella tabella

6. La maggior parte di questi presenta atassia, atrofia cerebellare ed altri sintomi legati alle atassie.

In tutti i pazienti mutazioni/espansioni nel gene FXN e |'espansione patologica CAG/CTG associata

con le forme pil frequenti di SCA erano state gia escluse.

Eta Sesso Eta di Progressione Familiarita Segni clinici
esordio malattia
Paziente 1 56 F 26 Marcata AD, padre | Atassia, parkinsonismo,
affetto distonia, problemi psichiatrici,
atrofia cerebellare
Paziente 2 66 F 28 Moderata AR, una Atassia, atrofia del verme e
sorella affetta midollo cervicale
Paziente 3 53 M 30 Lieve Sporadico Atassia, neuropatia periferica
Paziente 4 40 M 26 Lieve AR, Atassia, ipogonadismo, atrofia
consanguinei | cerebellare, retinite
ta pigmentosa
Paziente 5 35 F 14-18 Nessuna AR, una Lieve atassia, ipogonadismo,
sorella affetta amenorrea, tremore
Paziente 6 66 F 47 Moderata AR, un  Atassia, neuropatia sensitiva,
fratello e atrofia cerebellare
cugino affetti
Paziente 7 8 M 1 Moderata Sporadico Atassia, atrofia del verme e
degli emisferi, tremore, disturbi
del movimento, atrofia ottica
Paziente 8 30 M 2 Nessuna Sporadico Lieve atassia, atrofia vermiana
Paziente 9 78 F 35 Moderata AR, Atassia, neuropatia periferica,
consanguinei = modesta atrofia cerebellare
ta e un
fratello
affetto
Paziente 10 26 F 3 Nessuna Sporadica Lieve atassia, declino cognitivo,
atrofia cerebellare
Paziente 11 | 52 M 30 Marcata Sporadica Atassia, spasticita,
parkinsonismo, distonia,

insonnia, atrofia cerebellare e
pontomesencefalica

48




Eta Sesso Eta di Progressione Familiarita Segni clinici
esordio malattia
Paziente 12 19 M 5 Moderata Sporadico Atassia spastica, atrofia
vermiana ed emisferica,
tremore posturale
Paziente 13 | 40 M 39 Lieve AR, Atassia, tremore
consanguinei
ta
Paziente 14 18 M 3 mesi | Nessuna Sporadica Atassia, declino cognitivo
Paziente 15 54 F 12 Marcata AR, genitori Atassia, atrofia del verme e
consanguinei, midollo cervicale, neuropatia
due fratelli periferica, retinite pigmentosa,
affetti declino cognitivo
Paziente 16 | 23 F 1 Nessuna Sporadica Atassia, declino  cognitivo,
atrofia cerebellare
Paziente 17 | 60 F 41 Lieve AD, zia Atassia, neuropatia periferica,
materna modesta atrofia cerebellare
affetta
Paziente 18 | 36 F 24 Lieve AR, un | Lieve atassia, ipogonadismo,
fratello distonia, atrofia cerebellare
affetto
Paziente 19 | 59 M 50 Lieve AR, una | Lieve atassia, neuropatia
sorella affetta = periferica, modesta atrofia
cerebellare
Paziente 20 38 F Primi Lieve AR, una | Atassia, ritardo mentale,
mesi sorella affetta = microcefalia
Paziente 21 29 M 18 Sconosciuta Sporadica Atassia spastica, marcata
neuropativa sensitiva motoria
demielinizzante,atrofia
cerebellare, ipogonadismo
Paziente 22 | 41 M 19 Sconosciuta Sporadica Atassia, ipogonadismo
ipogonadotropo, distrofia
maculare, atrofia cerebellare
Paziente 23 | 23 M 18 mesi  Sconosciuta Sporadica Atassia spastica, ritardo
mentale, neuropatia motoria,
distonia, ipogonadismo
Paziente 24 31 M 1 Sconosciuta Fratello Atassia congenita, ipoplasia
affetto cerebellare, strabismo
Paziente 25 60 F 52 Sconosciuta Due fratelli = Atassia spastica, lieve atrofia
affetti cerebellare
Paziente 26 | 63 F 44 Sconosciuta Consanguinei = Atassia spastica, atrofia
ta, un fratello cerebellare e del tronco
affetto encefalico
Paziente 27 32 M 13-20 Sconosciuta | Sporadica Atassia spastica, lieve ipoplasia

del verme
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Eta Sesso Eta di Progressione Familiarita Segni clinici
esordio malattia

Paziente 28 50 M 11-17 Sconosciuta Sporadica Atassia, tremore del capo,
(fratello e neuropatia sensitivo motoria
padre con assonale
tremore)

Paziente 29 67 M 21-36 Sconosciuta Un  fratello Atassia spastica, atrofia
affetto cerebellare, oftalmoparesi

Paziente 30 | 70 M 49 Sconosciuta | Consanguinei = Atassia, atrofia cerebellare e
ta corticale, lieve disturbo

cognitivo

Tabella 6 — Anagrafica e caratteristiche cliniche dei pazienti analizzati in questo studio.

L'analisi mirata di 82 geni, causanti o potenzialmente legati alle atassie ereditarie, ha mostrato un

totale di 7209 varianti (media varianti per paziente = 240.3), classificate nei grafici sottostanti per

impatto sulla proteina, tipo di mutazione e localizzazione.

Impatto Tipologia
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B Patogenetica

M Probabilmente
patogenetica

H Non codificante

® Frameshift

P | Stop

| Significato
incerto ¥ In frame
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1%/ 1%
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Grdfico 3 - Localizzazione delle varianti totali
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Queste varianti costituiscono il dato grezzo ottenuto dal sequenziamento. Questo e facilmente
comprensibile in quanto molte varianti, che in questa fase non hanno ancora subito nessun tipo di
filtrazione, sono in gran parte benigne (55%), non codificanti (44%) e sinonime (30%), e con
localizzazione intronica (39%). L'analisi di questi grezzi tramite software porta ad una riduzione

significativa di queste percentuali.

Impatto Tipologia

m Patogenetica
& H Non codificante

H Probabilmente ® Frameshift
patogenetica
| Significato Missenso
incerto 68%
Sinoni
Probabilmente ¥ Sinonima
benigna
Grafico 4 - Impatto delle varianti predette Grafico 5 - Tipologia delle varianti predette
deleteree deleteree
Localizzazione
M Esonica
H Intronica

M Sito di splicing
B Promotore

5'UTR

Grafico 6 - Localizzazione delle varianti predette
deleteree

Le varianti ottenute con questa analisi automatizzata sono varianti chiamate “predette deleterie”,
un totale di 513 varianti rare (frequenza <0.01) individuate in 30 pazienti. Queste varianti sono

state in seguito analizzate e filtrate secondo i parametri gia descritti (qualita della chiamata,
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copertura, frequenza, falsi positivi, predizione dell'impatto sulla proteina delle mutazioni missenso,

predizione delle varianti introniche sullo splicing). Le mutazioni deleterie identificate grazie

all'applicazione di questi filtri sono 49, con una media di 1.63 mutazioni individuate per ciascun

paziente. Fatta eccezione per 2 varianti (4%), sono quasi tutte varianti nuove (96%).

Campione Gene Variante nucleotidica Variante proteica Hom/het
Paziente 1 - - - -
Paziente 2 SETX c.1468G>A p.vV490I het
Paziente 3 SIL1 €.994G>A p.V332M het
SYNE1 €.21826G>A p.D7276N het
Paziente 4 KIF1C €.2010+2T>G Perdita sito di  het
splicing
Paziente 5 SYNE1 c.13849A>C p.N4617H het
ZFYVE26 c.1844C>T p.S615F het
Paziente 6 SYNE1 €.14676G>C p.E4892D het
TTC19 c.312+2T>A Perdita sito di  het
splicing
Paziente 7 SYNE1 c.1964A>G p.Q655R het
PNPLA6 c.1081A>C p.T361P het
Paziente 8 SYNE1 c.3416G>A p.W1139* het
Paziente 9 SETX €.32427>C p.F1081S hom
Paziente 10 - - - -
Paziente 11 PNPLA6 ¢.3058G>C p.V41SM het
Paziente 12 AFG3L2 c.838C>T p.R280W het
PRKCG €.653C>T p.T218M het
Paziente 13 - - - -
Paziente 14 SYNE1 c.14263C>T p.L4755F het
SACS €.6511G>A p.A2171T het
PNPLA6 C.656G>A p.G219D het
Paziente 15 CACNB4 c.5CT p.S2F het
ZNF592 c.3107A>G p.H1036R het
Paziente 16 - - - -
Paziente 17 AMPD2 c.2042C>T p.T681M het
Paziente 18 SYNE1 c.4609C>T p.R1537* hom
APTX c.526-3 526-2delTA Perdita sito di hom
splicing
PMPCA c.1255G>A p.V419M het
Paziente 19 CAMTA1 c.4886G>A p.S1629N het
IFRD1 c.1256G>A p.R419H het
PNPLA6 c.82G>T p.E28* het
Paziente 20 CLP1 c.898C>T p.R236C het
Paziente 21 - - - -
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Campione Gene Variante nucleotidica Variante proteica Hom/het
Paziente 22 SETX c.7427C>T p.P2476L het
PNPLA6 €.3365C>T p.P1122L; het
c.4081C>T p.R1361* het
CACNA1A €.6982_6993del(CAG), p.Q2328_Q2331del  hom
Paziente 23 SYNE1 c.1141G>A p.D381N het
PLEKHG4 €.2626G>C p.E876Q het
Paziente 24 - - - -
Paziente 25 APTX c.167G>T p.R56L het
SETX c.472T>G p.L158V het
SPG7 €.1529C>T p.A510V het
c.1972G>A p.A658T het
Paziente 26 RARS2 c.437G>A p.R146H het
PNPLA6 €.3385G>A p.G1129R hom
Paziente 27 ATM €.6495dupT p.V2166fs*9 het
Paziente 28 SETX €.7292dupA p.N2431fs*19 hom
SPTBN2 c.1033C>T p.Q345* het
PIK3R5 c.470G>A p.R157H het
NPC1 c.3614C>A p.T1205K het
Paziente 29 SPG7 c.73_80delCCAGGCCC p.P25fs*46 hom
c.1940C>A p.A647E het
Paziente 30 SYNE1 €.22675G>T p.D7559Y hom
SPG7 €.1529C>T p.A510V hom
Tabella 7 — Risultati dell’analisi dati.
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Grafico 7 - Numero di mutazioni per gene
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Su un totale di 49 mutazioni, la maggior parte di esse sono state trovate in eterozigosi (41), e poche

in omozigosi (8).
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Grdfico 8 - Zigosita delle mutazioni individuate.

In alcuni pazienti & stata identificata una sola mutazione, in altri piu di una, ma ci sono anche casi

in cui non sono state identificate mutazioni danneggianti.
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Grafico 9 - Numero di mutazioni per paziente.
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| tipi di mutazioni individuate sono mutazioni nonsenso, del sito di splicing, missenso, inserzioni e

delezioni in frame e frameshift.

Impatto delle mutazioni
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Grafico 10 - Impatto delle mutazioni individuate.

La medie del numero di varianti totali per paziente & di 240.3 , quella delle mutazioni predette

deleterie per paziente & di 17.1.
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Grafico 11 - Media varianti totali per paziente e
media varianti predette deleteree per paziente.
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Grafico 12 - Varianti totali e varianti predette deleterie.

Inoltre, sono state identificate un numero di varianti di significato incerto (Variant of unknown
significance, VOUS) che hanno una frequenza minore di 0.01 ma che non sono univocamente
ritenute “patogenetiche” con i programmi di predizione.ll grafico sottostante (Grafico 13) riporta il

coverage delle basi targettate per ogni paziente, per valori con copertura superiori a 20, 50 e 100.
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Grafico 13 — Copertura delle basi targettate per questo studio.
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Sotto viene invece riportato un grafico simile ottenuto in uno studio analogo (Németh et al., 2013)
a questo, in cui & stato creato un pannello di 53 geni correlate con atassia ed utilizzato per il

sequenziamento di nuova generazione in un gruppo di 58 pazienti.
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Grafico 14 - Coverage delle basi targettate in un lavoro analogo a questo studio (Németh et al.,
2013).

Il coverage di 50X e di 100X per le basi targettate si attesta rispettivamente su una media del 95% e
di circa il 90%, un dato quindi piu alto di quelli nello studio riportato in letteratura che riportano un
coverage 50X di circa 1'85% e un coverage di 100X di circa il 75%, che risultano essere quindi
addirittura inferiori a quelli ottenuti nel nostro studio. In base alle coperture ottenute nel nostro

studio, possiamo ritenere i dati ottenuti molto attendibili.
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5. Discussione

Le atassie ereditarie sono un gruppo di malattie estremamente eterogeneo sia dal punto di vista
fenotipico che da quello genotipico. Le manifestazioni cliniche di queste patologie, pur
condividendo alcune caratteristiche comuni, presentano uno spettro fenotipico molto ampio, ed in
certi casi anche una gravita sintomatologica differente che rende difficile I'individuazione delle
mutazioni coinvolte. Dal punto di vista del genotipo, nell'eziopatogenesi delle atassie sono coinvolti
piu di 50 geni che presentano tutte le modalita di trasmissione genetica, dominante, recessiva,
legata all'’X e mitocondriale. Proprio a causa di questa grande eterogenicita, un'analisi mutazionale
con il tradizionale sequenziamento Sanger risulta essere laboriosa e costosa, diventando al giorno
d'oggi perlomeno obsoleta. Il sequenziamento di NGS diventa quindi uno strumento importante
nell'identificazione delle mutazioni genetiche nelle atassie ereditarie, in quanto consente un'analisi
molto pil ampia e veloce in un grande numero di geni.

In questo studio sono stati analizzati 30 pazienti (17 maschi ed 13 femmine con eta media 44.1
anni) affetti da atassia, con forme tuttora indefinite a livello molecolare. L'analisi mediante
metodologia Haloplex Target Enrichement System, di un pannello di 82 geni coinvolti o correlati
con le atassie e le successive modalita di filtraggio e prioritizzazione delle varianti ha permesso di
passare da un totale di 7209 varianti totali identificate, media per campione di 240.3, a 513 varianti
predette deleterie totali (con una media per campione di 17.1).

Le varianti individuate possono essere classificate in patogenetiche, di significato incerto,
possibilmente danneggianti e benigne. Le varianti patogenetiche sono definite come varianti che
alterano la funzione della proteina, con la possibilita che siano gia descritte in altri individui affetti
con la stessa malattia o che sia stato dimostrato il loro effetto funzionale nell'alterazione della
proteina in vitro o in modelli animali. Le varianti di significato incerto sono quelle varianti che

hanno la possibilita di essere patogenetiche, ma che hanno una valutazione discordante secondo i
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siti di predizione e una correlazione non congrua tra il fenotipo causato dalla mutazione del gene
ed il fenotipo del paziente. Le varianti probabilmente patogenetiche sono quelle varianti
individuate in singola copia in geni a trasmissione recessiva, dove perd manca la seconda
mutazione che per alcune ragioni potrebbe non essere stata individuata. Nella porzione di varianti
benigne rientrano i pazienti che risultano negativi per I'analisi e per i quali sono stati trovati
polimorfismi, presenti nella popolazione generale in una proporzione significativa (>0.01)
(MacArthur et al.,2014).

Nel gruppo di pazienti studiato in questa tesi, i geni dove sono stati individuate le mutazioni sono
SYNE1, AFG3L2, PRKCG, PNPLA6, CLP1, ZFYVE26, KIF1C, SETX, CAMTAL, IFRD1, SACS, SIL1, AMPD2,
APTX, PMPCA, TTC19, CACNB4, ZNF592, RARS2, SPTBN2, ATM, PLEKHG4, SPG7, PIK3R5, NPC1,
CACNA1A.

SYNE1 codifica per una proteina membro della famiglia delle specttrine che collega la membrana
plasmatica al citoscheletro di actina (Schuurs-Hoeijmakers et al., 2013). In forma dominante puo
causare la distrofia di Emery-Dreifuss (Zhang et al., 2007), in forma recessiva SCAR8 (Gros-Louis et
al.,, 2007). Per questo gene, in tutti i pazienti non & stata presa in considerazione la forma
dominante in quanto nessuno di questi presenta distrofia. In questo gene, nel paziente 18 ¢ stata
riscontrata una mutazione in omozigosi (c.4609C>T, p.R1537%*, hom) che conduce predittivamente
alla precoce terminazione della proteina, quindi potrebbe essere patogenetica, in linea anche con il
guadro clinico del paziente per il quale & prevista una forma recessiva che potrebbe causare una
forma di atassia legata a questo gene. In altri 6 pazienti, casi 3-5-7-8-14-23, sono state trovate
mutazioni, rispettivamente (c.21826G>A, p.D7276N) (c.13849A>C, p.N4617H) (c.1964A>G,
p.Q655R) (€.3416G>A, p.W1139*) (c.14263C>T, p.L4755F)(c.1141G>A, p.D381N), ma in eterozigosi,
dove quindi manca la seconda mutazione. Inoltre, solo nei pazienti 3 e 7, qualora la seconda

mutazione ci sia ma che non sia stata trovata in questo studio, c’e un’effettiva corrispondenza tra
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fenotipo atassico recessivo di SYNE1 ed il fenotipo del paziente. Questa corrispondenza manca
anche nel paziente 30, dove la mutazione (c.22675G>T, p.D7559Y) ¢ stata identificata in omozigosi.
AFG3L2 codifica per una subunita catalitica della proteasi m-AAA, un complesso proteolitico ATP-
dipendente della membrana interna mitocondriale che degrada proteine mal ripiegate e regola
I'assemblaggio dei ribosomi (Koppen et al., 2007). In forma dominante puo causare SCA28 (Di Bella
et al., 2010), in forma recessiva |'atassia spastica tipo 5 (Pierson et al., 2011). Una mutazione in
eterozigosi in questo gene é stata riscontrata nel paziente 12 (c.838C>T, p.R280W), ed il fenotipo di
SCA28 potrebbe essere sovrapponibile con quello del paziente.

PRKCG codifica per la proteina chinasi C (Coussens et al., 1986), in forma dominante pud causare
SCA14 (Brkanac et al., 2002). Una mutazione in questo gene €& stata riscontrata nel paziente 12
(c.653C>T, p.T218M), ed il fenotipo clinico del paziente, che ha una forma sporadica, € correlabile
con il fenotipo della SCA14.

PNPLA6 codifica per un enzima che catalizza la de-esterificazione della fosfatidilcolina della
membrana in acidi grassi e glicerofosfocolina (Synofzik et al., 2014). In forma recessiva puo causare
paraplegia spastica 39 (Rainier et al., 2008), sindrome di Laurence-Moon (Hufnagel et al., 2015),
sindrome di Boucher-Neuhauser (Synofzik et al., 2014) e sindrome di Oliver-McFarlane (Hufnagel
et al., 2015). Sono state identificate 7 mutazioni in questo gene. Nel paziente 22 sono state
identificate 2 mutazioni (c.3365C>T, p.P1122L; c.4081C>T, p.R1361*) in eterozigosi composta. Il
fenotipo causato da queste due mutazioni si correla con la Sindrome di Boucher-Neuhauser. La
mutazione P1122L é riportata in letteratura (Synofzik et al., 2014) ed ¢ stata identificata tramite
WES in uno studio su larga scala di pazienti con malattie neurodegenerative. In letteratura, come in
guesto studio, la mutazione (presente in eterozigosi composta) € stata identificata in pazienti
inizialmente atasso-spastici e non da subito correlati con la sindrome di Boucher-Neuhauser. Nel

paziente 26 e stata identificata una mutazione (c.3385G>A, p.G1129R) in omozigosi, ed il fenotipo
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causato da questa mutazione & stato correlato con la Paraplegia spastica recessiva tipo 39 (SPG39).
Le altre mutazioni in questo gene sono state trovate nel paziente 7 (c.1081A>C, p.1081A>C), nel
paziente 11 (c.3058G>C, p.V419M), nel paziente 14 (c.656G>A, p.G219D) e nel paziente 19
(c.82G>T, p.E28*), tutte pero in eterozigosi, mancando quindi l'identificazione della seconda
mutazione che rimane indefinita. Un effettiva correlazione tra la paraplegia spastica 39 e il fenotipo
dei pazienti la si puo trovare, qualora fosse presente una seconda mutazione non identificata, nei
pazienti 7 e 11.

CLP1 codifica per un componente del complesso endonucleasi del tRNA (TSEN), che rimuove
introni da trascritti pre-tRNA. E una chinasi multifunzionale implicata nella maturazione del tRNA,
MRNA e siRNA. In forma dominante pu0 causare ipoplasia pontocerebellare di tipo 10 (Karaca et
al.,, 2014) ( Schaffer et al., 2014). Una mutazione in questo gene ¢ stata trovata nel paziente 20
(c.898C>T, p.R236C). Sebbene il fenotipo del paziente possa spiegare la malattia, la variante é stata
trovata in eterozigosi e non abbiamo quindi identificato la seconda mutazione.

ZFYVE26 codifica per una proteina contenente cinque domini zinc-finger, probabilmente coinvolta
nel signaling cellulare (Nagase et al., 1997). In forma recessiva puo causare paraplegia spastica 15
(Hughes et al., 2001). Una mutazione in questo gene ¢ stata riscontrata nel paziente 5 (c.1844C>T,
p.S615F) in eterozigosi, ma non c’é correlazione con malattia.

KIF1C codifica per un membro della famiglia delle chinesine (Dorner et al., 1998). In forma
recessiva puo causare atassia spastica 2 (SPAX2) (Dor et al., 2014). Una mutazione in questo gene &
stata trovata nel paziente 4 (c.2010+2T>G, perdita del sito di splicing, het), ma in eterozigosi. Il
fenotipo del paziente sarebbe correlabile con l'atassia spastica 2 (SPAX2), ma una seconda
mutazione non e stata individuata.

SETX codifica per la senatassina, una proteina che potrebbe avere attivita RNA e DNA elicasica ed

anche un ruolo nella riparazione del DNA (Moreira et al., 2004). In forma dominante puo causare
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sclerosi laterale amiotrofica 4 giovanile (Chen et al., 2004), in forma recessiva SCAR1 (Moreira et
al., 2004). In questo gene sono state trovate 5 mutazioni. Nel paziente 28 ¢ stata identificata una
mutazione (c.7292dupA, p.N2431fs*19) in omozigosi, ed il fenotipo del paziente si correla con
SCAR1. Nel paziente 9 (c.3242T>C, p.F1081S) é stata identificata in omozigosi, causando una
mutazione missenso: questa mutazione in omozigosi potrebbe far pensare ad un suo
coinvolgimento in SCAR1, ma c’é discordanza tra i siti di predizione delle mutazioni missenso ed il
fenotipo dato dalla mutazione del gene non si correla in modo adeguato con il quadro clinico del
paziente, quindi il suo significato € incerto. Altre 3 mutazioni sono state trovate nel paziente 2
(c.1468G>A, p.v490l), nel paziente 22 (c.7427C>T, p.P2476L) ma in eterozigosi.

CAMTAL1 e un gene poco conosciuto, ed abbiamo solo informazioni sulla funzione nel lievito, dove
attiva la trascrizione di gene reporter (Bouche et al., 2002). In forma dominante pu0 causare
atassia cerebellare non progressiva con ritardo mentale (Thevenon et al., 2012). Una mutazione in
guesto gene & stata trovata nel paziente 19 (c.4886G>A, p.S1629N). Questa mutazione, essendo
stata trovata in eterozigosi per un gene a trasmissione dominante, potrebbe essere correlata con
I'atassia cerebellare non progressiva con ritardo mentale, ma essendo i risultati dei siti di
predizione missenso discordanti ed essendo il fenotipo dato dalla mutazione del gene poco
sovrapponibile con il fenotipo del paziente, questa variante resta di significato incerto.

IFRD1 codifica per un coregolatore trascrizionale istone deacetilasi-dipendente, espresso durante
la differenziazione terminale dei neutrofili (Gu et al., 2009). Una mutazione di questo gene é stata
riscontrata nel paziente 19 (c.1256G>A, p.R419H), ma si conosce ancora troppo poco sia sulle
modalita di trasmissione del gene che sui suoi effetti patogenetici.

SACS codifica per la sacsina, una proteina della dinamica mitocondriale che si ritiene integri il
sistema ubiquitina-proteasoma e anche il sistema chaperone Hsp70, ed e implicata nel

processamento dell’atassina 1 (Parfitt et al., 2009). In forma recessiva puo causare atassia spastica
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di Charlevoix-Saguenay (ARSACS) (Engert et al., 2000). Una mutazione eterozigote in questo gene &
stata identificata nel paziente 14 (c.6511G>A, p.A2171T). La paziente ha una forma sporadica, ma
per queste forme non possiamo escludere forme recessive.

SIL1 codifica per una glicoproteina residente nel reticolo endoplasmatico. In forma recessiva puo
causare la sindrome di Marinesco-Sjogren (Anttonen et al., 2005). Una mutazione in questo gene e
stata trovata nel paziente 3 (c.994G>A, p.V332M), ma oltre ad essere in eterozigosi, non sembra
esserci una significativa correlazione con la suddetta sindrome.

AMPD2 codifica per una adenosina monofosfato deaminasi-2, un enzima che catalizza la
deaminazione dellAMP in IMP e gioca un ruolo importante nel ciclo delle purine (Akizu et al.,
2013). In forma recessiva pud causare paraplegia spastica 63 (Novarino et al., 2014) o ipoplasia
pontocerebellare di tipo 9 (Akizu et al., 2013). Una mutazione in questo gene é stata identificata
nel paziente 17 (c.2042C>T, p.T681M), ma € in eterozigosi ed il fenotipo del paziente non si
sovrappone con quello della malattie descritte.

APTX codifica per I'apratassina, un membro della superfamiglia della triade istidina, membri che
hanno attivita legante i nucleotidi e diadenosina polifosfato idrossilasi. In forma recessiva puo
causare atassia ad esordio precoce con aprassia oculomotoria ed ipoalbuminemia (Date et al.,
2001). Una mutazione omozigote in questo gene & stata identificata nel paziente 18 (c.526-3_526-
2delTA, con predetta perdita del sito di splicing); il fenotipo potrebbe spiegare rispettivamente
I'ereditarieta di questo gene in questo paziente ed il suo quadro clinico. Un'altra mutazione é stata
trovata nel paziente 25 (c.167G>T, p.R56L) ma in eterozigosi e con poca correlazione tra fenotipo
del paziente e malattia.

PMPCA codifica per una peptidasi processante alfa-mitocondriale, un enzima eterodimerico
responsabile per il taglio di precursori mitocondriali codificati nel nucleo dopo I'importazione nel

mitocondrio. In forma recessiva puo causare SCAR2 (Jobling et al., 2015). Una mutazione in questo
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gene e stata trovata nel paziente 18 (c.1255G>A, p.V419M), ma oltre ad essere in eterozigosi non
sembra esserci una potenziale correlazione tra fenotipo del paziente e SCAR2.

TTC19 codifica per una subunita del complesso Il della catena respiratoria mitocondriale, che
trasferisce elettroni dal coenzima Q al citocromo C. Questi trasferimento di elettroni potenzia
I'estrusione di protoni attraverso la membrana mitocondriale interna e quindi contribuisce al
potenziale elettrochimico mitocondriale. In forma recessiva puo causare deficienza del complesso
Il mitocondriale, tipo nucleare 2 (Ghezzi et al., 2011). Una mutazione in questo gene é stata
identificata nel paziente 6 (c.312+2T>A, perdita del sito di splicing), & in eterozigosi ma
potenzialmente ha degli aspetti che si sovrappongono tra fenotipo clinico del paziente e quello
della deficienza del complesso Il mitocondriale che pero é recessiva.

CACNB4 codifica per un membro della superfamiglia dei canali calcio voltaggio-dipendenti (Taviaux
et al., 1997). Puo causare atassia episodica di tipo 5 (Escayg et al., 2000). Una mutazione ¢é stata
identificata in questo gene nel paziente 15 (c.5>T, p.S2F, het), ma la modalita di trasmissione di
guesto gene per quanto riguarda l'atassia episodica di tipo 5 & incerta, ed inoltre |'atassia episodica
non si correla con il fenotipo del paziente.

ZNF592 codifica per una proteina zinc-finger, e sembra essere coinvolta in SCA5 (Nicolas et al.,
2010). Una mutazione in questo gene é stata riscontrata nel paziente 15 (c.310A>G, p.H1036R), ma
le conoscenze sulle modalita di trasmissione di questo gene sono incerte e si sa ancora poco sul
coinvolgimento di questo gene in SCAS5.

RARS2 codifica per l'arginina-tRNA sintetasi mitocondriale. In forma recessiva pud causare
ipoplasia pontocerebellare di tipo 6 (Edvardson et al., 2007). Una mutazione in questo gene € stata
identificata nel paziente 26 (c.437G>A, p.R146H), ma in eterozigosi, ed il fenotipo del paziente non
si correla con quello dato dalla malattia.

SPTBN2 codifica per la B-lll spettrina (Stankewich et al., 1998) coinvolta nella formazione di
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tetrameri di spettrina che stabilizzano giunzioni cellulari, canali e molecole di adesione lungo la
parte citoplasmatica della membrana (Clarkson et al.,, 2010). In forma dominante pu0 causare
atassia spinocerebellare 5 (SCAS5) (lkeda et al., 2006), in forma recessiva atassia spinocerebellare 14
recessiva (SCAR14) (Lise et al., 2012). Una mutazione in questo gene € stata trovata nel paziente
28 (c.1033C>T, p.Q345%*), in eterozigosi, ma il fenotipo del paziente non trova correlazione con
SCAS e SCA14.

ATM codifica per un membro della famiglia delle fosfatidilinositolo 3-chinasi, che risponde al danno
del DNA fosforilando dei substrati che hanno un ruolo chiave nella riparazione del DNA e nel
controllo del ciclo cellulare (Savitsky et al., 1995). In forma dominante pud causare suscettibilita al
cancro al seno (Cortez et al., 1999), in forma recessiva atassia-telangiectasia (Savitsky et al., 1995).
Una mutazione in questo gene e stata identificata nel paziente 27 (c.6495dupT, p.V2166fs*9), in
eterozigosi ma potenzialmente ha degli aspetti che si sovrappongono tra fenotipo clinico del
paziente e quello della atassia-telangiectasia.

PLEKHG4 e un gene che codifica per la puratrofina-1, una proteina di cui si conosce poco e che si
pensa possa essere coinvolta nel signaling intracellulare e nella dinamica del citoscheletro actinico
(Ishikawa et al., 2005). La sua modalita di trasmissione € poco chiara, ma si pensa che in forma
dominante possa causare atassia cerebellare 31 (SCA31). Una mutazione in questo gene & stata
trovata nel paziente 23 (c.2626G>C, p.E876Q) in eterozigosi, ma il fenotipo di SCA31 non si
sovrappone bene con quello del paziente. La correlazione comunque tra questo gene e SCA31 &
ancora poco chiara e approfondita.

SPG7 codifica per la paraplegina, un componente della proteasi m-AAA, un complesso proteolitico
ATP-dipendente della membrana mitocondriale interna che degrada le proteine non ripiegate e che
regola I'assemblaggio dei ribosomi (Koppen et al., 2007). In forma recessiva puo dare paraplegia

spastica 7 (Casari et al., 1998), ma questa stessa malattia in alcuni casi puo presentarsi in forma
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dominante (Sanchez-Ferrero et al., 2013). In questo gene sono state trovate 5 mutazioni in 3
pazienti. Nel paziente 25 sono state trovate 2 mutazioni (c.1529C>T, p.A510V; ¢.1972G>A, p.A658T)
in eterozigosi composta, ed il suo fenotipo si correla con la paraplegia spastica di tipo 7 (SPG7).
Questa malattia si correla anche con il fenotipo dato dalle mutazioni riscontrate nel paziente 29
(c.73_80delCCAGGCCC, p.P25fs*46; c.1940C>A, p.A647E) e nel paziente 30 (c.1529C>T, p.A510V),
rispettivamente in eterozigosi composta ed in omozigosi. Due pazienti su tre portano quindi la
mutazione c¢.1529C>T, p.A510V (1 paziente omozigote, 1 paziente eterozigote composto). In
letteratura p.A510V é stata identificata in 17 pazienti (sia in omozigosi che in eterozigosi composta)
su un gruppo di 70 pazienti con sintomi di atassia e disturbo della marcia (Pfeffer et al., 2015), e
quindi questa sembra essere una mutazione relativamente frequente nei pazienti con ARCA
causata da mutazioni in SPG7.

PIK3R5 codifica per una subunita regolatoria della fosfatidilinositolo 3-fosfato chinasi (PI3K) (Brock
et al., 2003). In forma recessiva pud causare atassia con aprassia oculomotoria tipo 3 (Al Tassan et
al., 2012). Una mutazione in questo gene ¢ stata identificata nel paziente 28 (c.470G>A, p.R157H).
Il fenotipo dell'atassia oculomotoria di tipi 3 si correlerebbe bene con il fenotipo del paziente, ma
la mutazione é stata identificata in eterozigosi e quindi manca la seconda mutazione.

NPC1 codifica per una proteina coinvolta nella regolazione del traffico intracellulare del colesterolo
(Carstea et al., 1997). In forma recessiva possono causare la malattia di Niemann-Pick di tipo C1 o
di tipo D (Crocker, 1961). Una mutazione in questo gene é stata identificata nel paziente 28
(c.3614C>A, p.T1205K), ma in eterozigosi ed il fenotipo della malattia di Niemann-Pick in entrambe

le forme non sembra correlare in modo corretto con il fenotipo del paziente.

CACNA1A codifica per una subunita facente parte di un poro transmembrana del canale calcio
voltaggio-dipendente CaV2.1 (Kordasiewicz et al., 2006). In forma dominante pud causare atassia

episodica di tipo 2, emicrania familiare emiplegica di tipo 1 (Ophoff et al., 1996), emicrania

66



familiare emiplegica di tipo 1 con atassia cerebellare progressiva (Ducros et al., 1999), ed anche
atassia spinocerebellare 6 (SCA6) (Zhuchenko et al., 1997). Una mutazione in questo gene é stata
identificata nel paziente 22 (c.6982_6993delCAGCAGCAGCAG, p.Q2328 Q2331del) in omozigosi,
ma il fenotipo identificato del paziente non sembra correlare con quello delle patologie
sopracitate.

Nelle atassie sono possibili tutte le forme di ereditarita, autosomica dominante, recessiva e legata
all’X. | casi sporadici possono sottendere casi recessivi, in quanto possono essere portatori di
mutazioni nella famiglia che non sono precedentemente riscontrabili, ma possono anche
rappresentare mutazioni de novo o forme dominanti con penetranza ridotta o variabile. In questo
lavoro di tesi, in 8 pazienti su 30 (27%) & stato quindi possibile effettuare una diagnosi molecolare.
In 2 pazienti su 30 (7%) c'e€ mancanza di chiara correlazione tra fenotipo causato dalla mutazione
patogenetica ed il fenotipo del paziente. In 10 pazienti su 30 (33%) c'e€ una sola mutazione in geni
autosomici recessivi. Questo puo trovare spiegazione sia nel fatto che la copertura possa essere
risultata non ottimale, sia perché la seconda mutazione puo ricadere in quella forbice di tipo di
mutazione (variazione del numero di copie, mutazione strutturale) che il sequenziamento di nuova
generazione non riesce ad identificare con sufficiente affidabilita, sia per il fatto che la seconda
mutazione puo ricadere in profonde regioni introniche o in regioni regolatorie che comunque non
rientrano nel target delle regioni coperte da questo pannello. Puo essere possibile che il fenotipo
clinico sia spiegato da una sola mutazione. Sono descritti infatti geni (es. SETX, POLG) che, a
seconda della zigosita, hanno diversi gradi clinici. In 10 pazienti su 30 (33%) non sono state
riscontrate mutazioni o sono state riscontrate mutazioni valutate non patogenetiche o
potenzialmente tali. Questo puo essere dato ancora dal fatto di una bassa copertura o di
mutazioni non identificabili da NGS, ma anche dalla presenza di mutazioni in geni non inclusi nel

pannello perché non attualmente ritenuti correlati con le atassie, I'eventualita che siano stati
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applicati filtri di analisi troppo stringenti, o addirittura piu semplicemente |'atassia presente in
guesti pazienti potrebbe essere legata ad altre malattie fenotipicamente simili (fenocopie) e non
studiate sul pannello oggetto di questo studio. Riassumendo, in questo studio i pazienti in cui
stata effettuata una diagnosi molecolare positiva & del 27%, incerta nel 7%, incompleta nel 33% e
negativa nel 33%, percentuali che grossolanamente si avvicinano a quelle riportate in letteratura,
dove troviamo la possibilita di effettuare una diagnosi molecolare in pannelli genici positiva nel

18%, incerta nel 26%, incompleta nel 26% e negativa nel 30%.

Diagnosi molecolare in Diagnosi molecolare in
questo studio pannelli genici
M Positiva M Positiva
M Incerta M Incerta

¥ Incompleta = Incompleta

H Negativa B Negativa

Grafico 15 - Diagnosi molecolare in questo Grafico 16 - Diagnosi molecolare nei pannelli
studio genici

In 20 pazienti su 30 (67%) sono state identificate varianti di significato patogenetico certo o
predetto, una percentuale in linea con i valori riportati in letteratura nell'analisi dei pazienti genici

che risulta essere del 60%.

Diagnosi molecolare in Diagnosi molecolare in
questo studio pannelli genici
H Positiva o M Positiva o
potenzialmente potenzialmente
positiva positiva
B Negativa N Negativa
Grafico 17 - Diagnosi molecolare in questo Grafico 18 - Diagnosi molecolare nei pannelli
studio genici
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Un possibile approccio per migliorare la possibilita di effettuare una diagnosi molecolare positiva o
potenzialmente tale potrebbe essere I'utilizzo della Whole Exome Sequencing (WES), ma i dati
riportati in letteratura ci indicano che questa possibilita si aggira intorno al 40%, un valore

significativamente inferiore a quello dei pannelli genici.

Diagnosi molecolare in WES

M Positiva o
potenzialmente
positiva

M Negativa

Grafico 19 - Diagnosi molecolare nella Whole Exome
Sequencing (WES)
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6. Conclusioni

Questo studio si era inizialmente prefissato lo scopo di applicare il sequenziamento di nuova
generazione nell'identificazione delle basi molecolari della malattia, di identificare mutazioni
nuove, e di applicare i risultati ottenuti per effettuare una correlazione genotipo-fenotipo nella
coorte di pazienti presa in considerazione. | dati ottenuti sul coverage delle regioni sequenziate
suggerisce che abbiamo applicato in modo ottimale NGS nell'identificazione delle basi molecolari
delle malattie prese in considerazione. Riguardo l'identificazione di mutazioni nuove, abbiamo
identificato 8 nuove varianti in 7 pazienti, ed & stato possibile effettuare una buona correlazione
genotipo-fenotipo in 8 pazienti.

La grande eterogenicita delle atassie ereditarie costituisce un problema importante nella diagnosi
di queste patologie. Gli studi di sequenziamento suggeriscono che i test genetici possono essere
incompleti non solo quando la mutazione causativa & assente, ma anche quando la correlazione
fenotipo/genotipo & debole. Questo accade in particolare quando la ricorrenza in una famiglia &
poco chiara, con alcuni familiari che che condividono solo sintomi minori. In famiglie con pazienti
che sono piu gravemente affetti, questa “area grigia” e problematica sia per una consulenza
genetica sia per il trattamento specifico della mutazione. Tuttavia il sequenziamento di nuova
generazione rimane un enorme passo avanti che consente di estendere la strategia di studio
riducendo |'odissea diagnostica di molti pazienti, senza contare che |'analisi con NGS potrebbe
costituire il test prioritario, precedendo altre procedure invasive (Savarese et al., 2014)

Sotto |'aspetto clinico ed in termini di correlazione genotipo-fenotipo, i risultati di NGS dovrebbero
essere rivisti in funzione delle informazioni mediche. Quando una variante patogenetica viene
individuata in un gene che spiega il fenotipo del paziente, i risultati dovrebbero essere confrontati
con informazioni cliniche, ereditarieta, informazioni sulla famiglia, e quant'altro possa essere utile

per una corretta correlazione genotipo-fenotipo. Oltre ad una migliore ridefinizione di un quadro
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patologico, queste considerazioni possono mettere in luce un'estensione degli spettri fenotipici o

addirittura nuove cause di malattie gia note (Jamuar and Tan, 2015).
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7. Prospettive future

L'utilizzo di pannelli con una serie limitata di geni target rimane uno strumento molto utile nel
breve termine, ma con I'aumento delle nostre conoscenze sul genoma umano e sui geni correlati
con le malattie, I'aggiunta nei pannelli di nuovi geni richiede tempo e potrebbe non essere
vantaggioso dal punto di vista dei costi. Una futura prospettiva potrebbe essere il cosiddetto
“esoma clinico”, ovvero un WES applicato ad un gruppo di geni associato ad un certo fenotipo.
Un'applicazione del genere potrebbe essere fatta sulle atassie, creando per esempio un cosiddetto
“atassoma”. | costi potrebbero aumentare, in quanto il numero di geni aumenterebbe di un ordine
di grandezza, ma amplierebbe lo spettro di possibilita diagnostica. Alcune compagnie commerciali
gia stanno sviluppando kit diagnostici che rilevano solo regioni clinicamente rilevanti del genoma,
eliminando il rischio di trovare varianti geniche la cui funzione & sconosciuta (Rehm, 2013). Un'altra
possibilita & quella di utilizzare la WES andando a leggere solo quei geni coinvolti, o
potenzialmente tali, nelle atassie. L' applicazione della NGS da un lato ha ribaltato I'approccio
clinico nell'individuazione delle patologia (genotipo prima del fenotipo), ma dovra essere utilizzata
con cautela per evitare di incorrere in dati “clinicamente inutili” o incomprensibili e non incorrere
nel paradosso che “piu informazione & uguale a nessuna informazione”. Certamente, integrazione
tra NGS, migliori e piu ampie rappresentazioni fenotipiche e incorporazione di dati funzionali
(anche facendo ricorso a modelli in silico o semplici modelli in vivo di vertebrati) evitera la
situazione di stallo che si osserva tuttora, e soprattutto una nuova paradossale “odissea

diagnostica” a molte famiglie (Korf and Rehm, 2013).
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