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1. Abstract

L’epilessia ¢ una patologia caratterizzata da crisi convulsive che possono essere piu o
meno debilitanti per ’individuo affetto. E una patologia eterogenea in quanto presenta
un notevole numero di quadri clinici diversi, a seconda del paziente in cui si manifesta,
dell’eta, delle comorbilita e soprattutto dei geni alterati se ne sono responsabili. Negli
ultimi anni la ricerca scientifica ha aiutato le persone affette da epilessia sia nella
comprensione di quest’ultima, sia nella terapia, portando molti pazienti a conviverci
piu facilmente. Le epilessie che riconoscono una eziologia genetica al giorno d’oggi
sono largamente conosciute e studiate, in quanto le metodiche molecolari utilizzate
permettono di indagare ’intero genoma, o quasi. La prima tecnica da utilizzare da linee
guida e, quindi, effettuata in prima battuta presso il laboratorio di Genetica Medica
dell’Universita <G. d’annunzio= di Chieti ¢ la Chromosomal Microarray Analysis
(CMA), una metodica comparativa che studia le possibili alterazioni in termini di
variazione nel numero di copie (CNV) e polimorfismi a singolo nucleotide del DNA
nei pazienti analizzati. Per tale motivo, questo studio ha preso in considerazione la
CMA effettuata in un totale di 10 pazienti con diagnosi di epilessia idiopatica, andando
a valutare il loro assetto genetico dai risultati ottenuti. In conclusione, ¢ stato possibile
notare come la maggior parte dei pazienti in esame presenta almeno una alterazione
cromosomica, che non sempre fa emergere esclusivamente un sospetto clinico, in
quanto esistono molte variazioni che non state ancora classificate in letteratura. D’altro
canto, la ricerca scientifica in questo ambito ¢ in netta crescita e fan ben sperare per il
futuro, in cui si avranno sempre meno risultati incerti e pit individui con una diagnosi
di epilessia accurata. Inoltre, la CMA ¢ una tecnica che permette lo studio completo
dell’assetto cromosomico di un individuo, permettendo di andare a valutare i risultati
non solo nell’ambito di ricerca (in questo caso I’epilessia) ma in generale di qualsiasi

potenziale patologia correlata.



2. Introduzione

2.1 Definizione di epilessia

Le patologie neurologiche conosciute al giorno d’oggi sono estremamente numerose €
la maggior parte di esse non sono ancora del tutto comprese, in quanto il Sistema
Nervoso Centrale (SNC) ¢ un mondo tutt’ora in esplorazione. Le patologie ad esso
correlate possono essere distinte in cinque macrogruppi: malattie cerebrovascolari,
infettive e infiammatorie, neoplastiche, degenerative e traumatiche. L’epilessia non ¢
classificabile con questo metodo, in quanto puo essere la manifestazione clinica di

numerosi fattori e condizioni.

I neuroni normalmente generano segnali elettrici e chimici che agiscono su altri
neuroni, organi e muscoli, in cui vengono prodotte risposte elettro-chimiche. La
funzionalita delle cellule neuronali viene modulata dal passaggio dell’impulso elettrico
che le attiva o disattiva, oppure ne rafforza o indebolisce le connessioni. Le diverse
aree cerebrali, che si distinguono per funzionalita, sono interconnesse tra loro e variano
in maniera sincrona la loro eccitabilita, producendo cosi un’attivita elettrica con una
determinata  frequenza facilmente osservabili, registrando un classico
elettroencefalogramma (EEG). Quando il ritmo dell’impulso elettrico cambia, vuol
dire che la connettivita cerebrale sta cambiando, e muta di conseguenza lo stato dei
circuiti neurali (ovviamente, questo non ¢ solo alla base di stati patologici, in quanto ¢
lo stesso meccanismo che porta al passaggio dal sonno alla veglia e viceversa) (Simone
Rossi, 2020). D’altro canto, alcune alterazioni periodiche dell’attivita elettrica del
cervello sono caratteristiche di alcune disfunzioni cerebrali transitorie che possono
originare ad esempio nella corteccia cerebrale o nelle strutture ippocampali € sono
fenotipicamente diverse in base alla zona d’origine (Bola Adamolekun, 2024). Studi
di neuropatologia mostrano come un'iperattivita transitoria, anomala e sincrona
all’interno di una popolazione neuronale nel cervello puo scatenare crisi cerebrali di

varie entita. Tale disfunzione cerebrale puo essere accompagnata da diversi disturbi,


https://it.wikipedia.org/wiki/Malattie_cerebrovascolari
https://it.wikipedia.org/w/index.php?title=Malattie_infettive_e_infiammatorie&action=edit&redlink=1
https://it.wikipedia.org/w/index.php?title=Malattie_infettive_e_infiammatorie&action=edit&redlink=1
https://it.wikipedia.org/w/index.php?title=Malattie_degenerative&action=edit&redlink=1
https://it.wikipedia.org/w/index.php?title=Malattie_traumatiche&action=edit&redlink=1
https://www.msdmanuals.com/it-it/professionale/authors/adamolekun-bola

motori e sensoriali, a seconda della regione cerebrale coinvolta nell'origine
(Wiadystaw Lason et al., 2013). Proprio per questo, le stimolazioni sono estremamente
regolate da molti meccanismi che riescono (nello stato fisiologico) a prevenire una
serie di piccoli errori che potrebbero portare a conseguenze anche gravi. Le crisi
convulsive sono il classico esempio del risultato di una o piu interruzioni dell’attivita
elettrica neuronale ed, in base alla causa, si possono distinguere in:

Epilettiche: non hanno una causa scatenante apparente (cio¢ non sono provocate) e si
ripresentano due o piu volte nell’arco di un breve periodo di tempo. Una sola crisi
convulsiva non ¢ considerata epilessia. Le convulsioni epilettiche sono dette sindrome
convulsiva o epilessia.

Non epilettiche: queste crisi convulsive sono provocate da un disturbo reversibile o
temporaneo che altera la condizione fisiologica del cervello, come ad esempio
un’infezione, un trauma cranico o una reazione a un farmaco. Nei bambini, una febbre
puo scatenare una crisi convulsiva non epilettica (chiamata crisi convulsiva febbrile)
(Bola Adamolekun, 2024).

Un esempio di disfunzione cerebrale ¢ 1'epilessia, chiamata anche malattia epilettica,
un disturbo cerebrale cronico in cui gruppi di neuroni nel cervello inviano segnali in
modo errato e causano convulsioni (National Istitute of Neurological Disorders and
Stroke, 2024). Epilessia e convulsioni spesso vengono utilizzate come sinonimi, ma in
realta sono, per definizione, facilmente distinguibili. L'epilessia ¢ una condizione in
cui si susseguono convulsioni ricorrenti e spontanee. L.e convulsioni sono episodi piu
o meno brevi caratterizzati da alterazioni periodiche, solitamente iperstimolazioni,
dell’attivita elettrica del cervello, che si traducono in una disfunzione cerebrale
transitoria. Possono coinvolgere una parte precisa parte del corpo (focale) o l'intero
corpo (generalizzato) e talvolta sono accompagnati da perdita di coscienza e del
controllo della funzione intestinale o vescicale (World Health Organization, 2024).
L’epilessia, essendo definita come <disturbo cronico cerebrale=, ¢ caratterizzata da
convulsioni ricorrenti che sono spontanee (ossia, non correlate a fattori di stress
reversibili) e si verificano a distanza di piu di 24 ore. Una singola convulsione non &
sintomatologica di un quadro epilettico, perché potrebbe essere stata provocata da
fattori esterni e potrebbe essere 1’unico evento riconoscibile come tale nell’individuo
(Helen E. Scharfman, 2007).

Si parla di epilessia in una di queste tre possibili situazioni:


https://www.msdmanuals.com/it/casa/problemi-di-salute-dei-bambini/disturbi-neurologici-nei-bambini/convulsioni-febbrili

- Almeno due crisi non provocate che si succedono in un tempo minimo di 24 ore;

- Una crisi non provocata succeduta da ulteriori crisi con alto rischio di recidiva
(almeno il 60%) dopo due crisi riflesse, che si verificano negli anni seguenti (entro 10
anni);

- Diagnosi di sindrome epilettica (Robert S. Fisher et al. 2014).

L'epilessia ¢ spesso definita idiopatica, dato che effettuare una diagnosi adeguata &
molto complesso, ma vari disturbi del cervello, quali malformazioni, ictus, tumori e
mutazioni genetiche possono esserne la causa che spesso rimane sconosciuta. Colpisce
circa 50 milioni di persone in tutto il mondo ed il 10% della popolazione mondiale ha
avuto almeno una convulsione, scaturendo epilessia nell'l1-2% della popolazione
mondiale (Jessica Falco-Walter, 2020). Questa condizione patologica colpisce persone
di tutte le eta, parametro che puo variare in base al tipo di epilessia e quindi la causa
scatenante. La stragrande maggioranza dei pazienti ¢ in grado di vivere una vita
normale con un trattamento adeguato, ma attuare un regime terapeutico idoneo ¢
difficile e spesso non accade, soprattutto perché a monte la diagnosi ¢ errata. Alcuni
pazienti hanno gravi comorbilita come disturbi psichiatrici e ritardo mentale, tra 1 piu
importanti si riconosce il disturbo dello spettro autistico. Inoltre, ¢ responsabile dello

0,3 % di tutti i decessi nel mondo (Carlos A. M. Guerreiro, 2016).

2.2 Eziologia

Quando l'epilessia non si associa a lesioni del cervello si parla di Epilessia Primaria,
mentre quando ne ¢ riconducibile (tumori, processi infiammatori prolungati,
malformazioni etc.) si parla di Epilessia Secondaria. Tra la primaria la piu importante
¢ Pepilessia dovuta ad alterazioni genetiche, infatti sono oggi conosciuti quasi mille
geni che possono portare a numerose crisi epilettiche diverse tra loro (Istituto
Superiore di Sanita, 2019). Esiste quindi anche una predisposizione a sviluppare crisi
epilettiche, anche se nella maggior parte dei casi sembra non avere una vera e propria
causa genetica, ovvero la predisposizione non si basa sulla genetica dell’individuo, ma
puo essere il risultato di una varieta di fattori di rischio e la loro significativita varia da

popolazione a popolazione. Nel 50% dei casi, comunque, la causa rimane sconosciuta.



Tuttavia, al giorno d’oggi le metodiche di sequenziamento per 1’intero genoma hanno
dei costi relativamente bassi ed, insieme all’utilizzo di pannelli genetici, rendono la
pratica clinica in questo ambito conveniente in termini di costi, tempistiche e

funzionalita.

B Genetic/presumed genetic Structural
B Metabolic B Infectious
B Neurodegenerative Bl Unknown

FIGURA 1: L’immagine mostra (in percentuale) la frequenza delle sei eziologie
conosciute per [’epilessia nella comunita europea, e si puo dedurre che:

- L’eziologia genetica e una delle piu frequenti, quindi la cosiddetta <predisposizione=
viene riconosciuta in molti pazienti epilettici;

- Nonostante i passi da gigante della ricerca scientifica in questo ambito, in buona
parte delle epilessie non viene riconosciuta una causa.

- Le cause strutturali sono altrettanto numerose, in cui rientrano anomalie

anatomiche, traumi, tumori ed altri (Simona Balestrini et al., 2020).

Le cause piu frequenti di crisi epilettiche variano secondo I'eta di insorgenza:

. Prima dei 2 anni: disturbi neurologici congeniti o ereditari, lesioni
perinatali e disturbi metabolici ereditati o acquisiti;

. Dai 2 ai 14 anni: epilessie idiopatiche;

o Adulti: traumi cerebrali, astinenza da alcol, tumori, ictus e cause sconosciute

(nel 50% dei casi);


https://www.msdmanuals.com/it-it/professionale/pediatria/difetti-neurologici-congeniti/panoramica-sui-difetti-neurologici-congeniti
https://www.msdmanuals.com/it-it/professionale/pediatria/problemi-perinatali/traumi-da-parto
https://www.msdmanuals.com/it-it/professionale/pediatria/problemi-perinatali/traumi-da-parto
https://www.msdmanuals.com/it-it/professionale/pediatria/patologie-ereditarie-del-metabolismo/approccio-al-paziente-con-sospetta-malattia-ereditaria-del-metabolismo
https://www.msdmanuals.com/it-it/professionale/traumi-avvelenamento/lesione-cerebrale-traumatica/lesione-cerebrale-traumatica
https://www.msdmanuals.com/it-it/professionale/traumi-avvelenamento/lesione-cerebrale-traumatica/lesione-cerebrale-traumatica
https://www.msdmanuals.com/it-it/professionale/malattie-neurologiche/tumori-endocranici-e-spinali/panoramica-sui-tumori-endocranici
https://www.msdmanuals.com/it-it/professionale/malattie-neurologiche/tumori-endocranici-e-spinali/panoramica-sui-tumori-endocranici

. Persone piu anziane: tumori e ictus (Bola Adamolekun, 2024).

2.3 Classificazione

La ricerca scientifica sta portando grandi cambiamenti, basandosi in primo luogo
sull’aggiornamento piu accurato possibile di definizioni e classificazioni delle
epilessie, per diminuire drasticamente diagnosi e trattamenti errati, oggi ancora molto
frequenti. La classificazione ¢ di cruciale importanza per discriminare i vari quadri
clinici, portando non solo ad una diagnosi corretta, ma anche ad un trattamento
appropriato. Troppo spesso 1 pazienti vengono sottoposti ad una diagnosi poco
accurata, quindi non solo ci possono essere errori nella valutazione, ma I’epilessia se
identificata non viene descritta in modo appropriato non arrivando a conoscere il tipo
di epilessia di cui ¢ affetto il paziente; quindi, bisogna capire quale sia 1’evento
scatenante 1’epilessia e se si pu0 attuare o meno un regime terapeutico mirato. Le crisi
epilettiche possono essere differenziate in base alla distanza temporale con la malattia
scatenante, o predisponente:

1) Crisi epilettiche sintomatiche acute, definite anche <provocate=: insorgono in
presenza di danno cerebrale (quindi di tipo meccanico), o condizioni patologiche
metaboliche o insorte in presenza di agenti tossici;

2) Crisi epilettiche sintomatiche remote, definite anche <non provocate=: non si
riconosce una vera e propria causa oppure il danno cerebrale, se presente, ¢ datato e
non puo essere indicato a priori come causa scatenante (Huff JS et al., 2020).

Questa distinzione ¢ importante per la definizione dell’epilessia stessa.
L’International League Against Epilepsy (ILAE) ha rivisto e riorganizzato nel 2013 e
poi nel 2017 la classificazione delle epilessie, che era stata revisionata solamente nel
1989, divenendo definitiva in termini di criteri di classificazione. L’aggiornamento
viene effettuato per mantenere il passo con la ricerca scientifica ed al giorno d’oggi
esistono tre livelli di classificazione: Si suddividono in tipi di crisi (o convulsioni), tipi

di epilessia e sindrome epilettica (Robert S. Fisher et al., 2017).


https://www.msdmanuals.com/it-it/professionale/authors/adamolekun-bola
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FIGURA 2: Le crisi possono essere ampiamente categorizzate in crisi focali
(originate all'interno di reti cerebrali limitate a un emisfero), crisi generalizzate
(originate in un punto all'interno e che coinvolgono rapidamente reti cerebrali
distribuite bilateralmente) e crisi di esordio sconosciuto (se non ci sono informazioni

sufficienti per classificare la crisi come focale o generalizzata) (Piero Perucca et al.,

2020).

Il secondo livello ¢ la diagnosi del tipo di epilessia, che comprende quattro classi
principali: epilessia focale, epilessia generalizzata, epilessia focale e generalizzata
combinata ed epilessia sconosciuta. Questo livello include una nuova categoria di
epilessia (focale e generalizzata combinata), che riflette 1'esistenza di meccanismi
condivisi tra i gruppi consolidati di epilessia focale ed epilessia generalizzata. Il terzo
livello ¢ la delineazione della sindrome epilettica, quando puo essere fatta una diagnosi

sindromica specifica (Piero Perucca et al., 2020).


https://www.annualreviews.org/search?value1=Piero%2BPerucca&option1=author&noRedirect=true

Un’altra classificazione prevede la suddivisione in base alla causa scatenante:

1) Strutturale: alterazioni anatomiche cerebrali prenatali o perinatali che possono
essere dovute a molteplici cause come traumi, mancanza d’ossigeno e malformazioni
congenite;

2) Infettiva: patologie causate da microorganismi come meningite ed encefalite;
3) Genetica;

4) Metabolica: ictus ed altre situazioni in cui viene a mancare ossigeno alle cellule
nel sistema nervoso centrale;

5) Immunologica: di solito hanno un’origine genetica;

6) Sconosciuta.

Queste non sono categorie reciprocamente esclusive e molte eziologie rientrano in piu
di una categoria. Infatti, 1 fattori genetici probabilmente svolgono un ruolo, a vari
livelli, nel rischio di crisi in tutte le persone con epilessia. Tra le epilessie genetiche,
le prime che sono state identificate come tali sono state le monogeniche familiari, in
cui le alterazioni sono localizzate nella sequenza codificante delle proteine che causava
sostituzioni di amminoacidi (missenso) o troncamento delle proteine (nonsenso,
frameshift, delezione o splicing). Essendo monogeniche la maggior parte delle volte
sono dominanti de novo, ma solo una minoranza di epilessie in generale ha
un'eziologia monogenica. Le epilessie comuni, come le epilessie genetiche
generalizzate e le epilessie focali, seguono un'ereditarieta complessa. Cio0 significa che
hanno una base poligenica, in cui piu varianti geniche contribuiscono al disturbo, con

o senza un effetto da fattori ambientali (Amy McTague MBChB et al., 2016).

2.4 Le basi genetiche dell’epilessia

I meccanismi genetici che possono essere implicati nelle sindromi epilettiche sono
poco conosciuti e possono essere la causa di anomalie dello sviluppo, morte neuronale,
cambiamenti nell'eccitabilita neuronale attraverso modifiche nei canali ionici
voltaggio-dipendenti e ligando-dipendenti, come risultato di un singolo gene (modello

semplice di ereditarieta) o un'influenza combinata di piu geni e fattori ambientali (che


https://www.sciencedirect.com/author/36523414500/amy-mctague

agiscono come modulatori genici) (D. Bhalla, 2011). Da ormai diversi anni la genetica
¢ una parte fondamentale della pratica clinica quotidiana dell'epilessia. Le conoscenze
odierne permettono di utilizzare diversi pannelli genici per studiare la possibile causa
di epilessia, soprattutto nei giovani pazienti. Cosi come in altri ambiti della medicina,
anche per le epilessie il trattamento ¢ sempre pill personalizzato, grazie alla
conoscenza dei pattern molecolari alla base di disfunzioni o malfunzioni del tessuto
cerebrale, quindi in base ai geni mutati ¢ 1’anamnesi del paziente il medico puo
direzionarsi verso varie alternative di terapia in target. La base genetica dell’epilessia
non ¢ una scoperta odierna, infatti per molti anni ¢ stata sospettata da diversi clinici ed
ora, con le nuove tecniche di sequenziamento in uso, ¢ stato possibile arrivare ad avere
un quadro abbastanza chiaro. Tutt’ora il fondamento genetico di questa malattia viene
erroneamente sottovalutato, basti pensare che le mutazioni <de novo=, sia somatiche
che germinali, sono sempre piu riconosciute nell’insorgenza delle encefalopatie
epilettiche ma non sempre vengono diagnosticate. L’eziologia genetica non sempre
implica epilessia generalizzata, molte epilessie focali infatti riconoscono questa causa
(Rhys H. Thomas and Samuel F. Berkovic, 2014). Dall'identificazione del primo gene
dell'epilessia da parte di Stenlein e colleghi nel 1995, CHRNA4, il ritmo della scoperta
dei geni ha mostrato una traiettoria costante fino al 2013, in cui si ¢ assistito ad una
crescita esponenziale, con oltre 1000 geni attualmente identificati in associazione con
epilessie monogeniche (Ruggiero et al., 2023).

Sostanzialmente I’epilessia ha una eziologia genetica se 1 sintomi sono presenti dalla
nascita, in cui si hanno convulsioni febbrili come nell’iperpiressia (Pearl et al., 2018).
Puo essere scaturita anche da una lesione durante il periodo perinatale, generalmente
risultante da uno stato di ipossia o ischemia correlata a ictus, sepsi o insufficienza
cardiovascolare. Questo rischio di lesioni varia a seconda del termine di nascita. Molte
volte, invece, I’epilessia ¢ il risultato di alterazioni cromosomiche: 1’1-10% dei
pazienti con trisomia 21 riferiscono sintomi convulsivi e quasi il doppio mostra
anomalie nell’elettroencefalogramma (EEG). L'epilessia, a seconda dell’individuo,
tende a comparire maggiormente in due fasi diverse della vita: tende ad iniziare presto
nella vita (soprattutto se si ha predisposizione genetica) e nella terza decade in
parallelo alla progressione della demenza senile (Engel J. Et al., 2008).

Le epilessie pit importanti in termini epidemiologici e di morbilita che riconoscono

un’origine genetica sono le sindromi autosomiche dominanti. Due sindromi epilettiche



autosomiche dominanti possono presentarsi con crisi neonatali: epilessia neonatale
familiare benigna (BFNE) ed epilessia neonatale-infantile familiare benigna (BFNIE).
Le epilessie familiari autolimitate con esordio nei neonati o nei bambini, in precedenza
chiamate BFNIE, sono caratterizzate da crisi focali motorie ad esordio neonatale o
infantile e dall'assenza di complicazioni neuroevolutive. Le crisi tendono a regredire
durante l'infanzia e sono quindi chiamate "autolimitate" (Charissa Millevert et al.,
2023). In un recente studio sono state valutate 36 famiglie, in cui ognuna presentava
almeno due individui che sono o sono stati affetti da crisi neonatali infantili. Tramite
sequenziamento diretto ¢ stata identificata una alterazione molecolare del gene
KCNQ?2 in 32 famiglie (89%). 1l gene mutato presentava, nei diversi casi, alterazioni
diverse tra cui: sedici sostituzioni, cinque inserzioni/delezioni, quattro delezioni
esoniche uniche (una osservata in due famiglie separate) ed una duplicazione esonica
(Bronwyn E. Grinton et al., 2015). Una storia familiare positiva per 1'epilessia di solito
suggerisce l'eziologia genetica, ma si possono verificare penetranza incompleta ed
ereditarieta de novo, situazioni da non sottovalutare in quanto sono tra 1 motivi
principali delle epilessie definite <idiopatiche= (la clinica non scopre la causa della
patologia). Le varianti patogene di KCNQ2, SCN2A e PRRT?2 rappresentano circa
1'80% delle epilessie neonatali familiari autolimitanti (Charissa Millevert et al., 2023).
D’altro canto, essendo malattie per lo pit monogeniche ed essendo autolimitanti,
rientrano tra le epilessie meno aggressive che inoltre possono essere trattate
precocemente.

Le tecniche di sequenziamento NGS negli ultimi anni hanno avuto un impatto notevole
nello studio di mutazioni ed, in generale, di alterazioni geniche che possono portare ad
un fenotipo anomalo che puo corrispondere in alcuni casi ad uno stato di malattia.
Come detto, per le epilessie con insorgenza neonatale/infantile un ruolo cruciale viene
svolto dalle alterazioni genetiche che ne predispongono I’individuo, quindi vanno

trattati parallelamente in quanto affini.
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FIGURA 3: Sono tante le alterazioni molecolari a livello di nucleotidi, geni e
cromosomi che possono causare l'epilessia, tra cui: varianti di sequenza, varianti di
ripetizione di espansione, varianti del numero di copie e variazione epigenetica
(esempio classico e l’errata metilazione del DNA). Diversi tipi di varianti possono
agire in sinergia, ad esempio, un'espansione di ripetizione puo causare una maggiore
ipermetilazione di un promotore genico che porta alla sua inattivazione. L'effetto della

variante puo portare ad una perdita o ad un guadagno di funzione, che scaturisce i

diversi fenotipi epilettici (Rastin C. et al., 2023).

Un esempio di epilessia genetica complessa, quindi multifattoriale, pud essere
osservata dalla crescente evidenza che alcune grandi delezioni/duplicazioni

cromosomiche ricorrenti possono essere potenziali fattori di suscettibilita all'epilessia.
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Sebbene non vi siano sufficienti prove a sostegno di queste come direttamente causali,
le varianti del numero di copie (CNV) 15q13.3, 15q11.2 e 16p13.11 sono state rilevate
in pazienti con encefalopatia focale o epilettica pit frequentemente rispetto alla
popolazione generale non malata (Orsini A. et al., 2017).

Un gruppo di ricerca, confrontando i pannelli genici dell’epilessia di quattro importanti
studi clinici, ha notato ’eterogeneita del numero di geni presi in esame (da 144 a 511)
e di questi solo 111 geni (15,5%) sono stati inclusi in tutti e quattro i pannelli clinici.
Quasi il 90% dei geni era associato a encefalopatie epilettiche e dello sviluppo. In
confronto, solo il 5% dei geni era associato a cause monogeniche di "epilessie comuni"
(vale a dire, sindromi epilettiche generalizzate e focali). I geni autosomici recessivi
erano 1 piu frequenti (56% dei geni); tuttavia, cio variava a seconda del fenotipo
(Oliver KL et al., 2023). Quest’esempio apre gli occhi sulla problematica piu grande
al giorno d’oggi presente nella diagnosi di epilessia: non esiste un percorso
standardizzato ma ogni laboratorio, in base alla propria esperienza clinica, costituisce
1 propri pannelli genici da analizzare. Per una patologia cosi radicata nella popolazione,
la ricerca scientifica deve aumentare le proprie conoscenze anche per standardizzare il
percorso diagnostico in ambito genetico.

Nelle variazioni piu frequentemente individuate nelle epilessie genetiche rientrano
anomalie cromosomiche, variazioni del numero di copie (CNV) e mutazioni in un
singolo gene che portano appunto ad epilessie monogeniche (Shimizu H. et al.,
2022.). Un’anomalia cromosomica ¢ una condizione presente in una cellula in cui il
numero di cromosomi o la struttura di un cromosoma differisce dal cariotipo normale.
Molti tipi di epilessie sono associate a queste condizioni, in cui pud essere coinvolto
un cromosoma sessuale o un autosoma. In molte patologie le variazioni cromosomiche
vengono riscontrate nella maggior parte dei casi clinici, per I’epilessia la casistica ¢
diversa: la condizione piu frequente da riscontrare ¢ nella Variazione del Numero di
Copie (CNV), solitamente si parla di delezioni (M. Elia et al., 2006). Per I’eziologia
dell’epilessia queste alterazioni possono essere distinte in comuni o rare, in relazione
alla frequenza all’interno della popolazione (<1% sono rare, >1% sono comuni) (Tubi
et al., 2019). Con I’avvento di tecniche piu accurate e performanti ¢ molto piu veloce
il processo che porta alla scoperta di nuovi geni che, mutando, possono portare a
malattie, e quindi anche ad epilessia. Fino a pochi anni fa si stimava che la meta di

tutte le epilessie fosse di origine genetica (Pal et al., 2010). La classificazione che si
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utilizza al giorno d’oggi per i seguenti geni, in accordo con numerosi articoli presenti
in letteratura, presenta quattro categorie di geni:

- Geni dell’epilessia;

- Geni dell’epilessia associati al neuro accrescimento;

- Geni correlati all’epilessia;

- Geni potenzialmente associati all’epilessia (Jie Wanga et al., 2016).

Nel primo gruppo rientrano 168 geni, di cui 86 scoperti negli ultimi 8 anni. Vi rientrano
geni che causano epilessia pura, o comunque malattie in cui il sintomo principale ¢
I’epilessia. Due geni classificati come geni dell’epilessia sono stati declassati nel
gruppo sottostante: quest’appunto ¢ importante in quanto ogni anno non solo vengono
scoperti vari geni, ma quelli gia conosciuti e classificati vengono revisionati e

ricollocati per avere un quadro il pil accurato possibile.

—— Epilepsy genes
T (n =168, 6%)

- Neurodevelopment-
associated genes

(n = 364, 12%)

Potential epilepsy-
associated genes
(n = 1440, 49%)

Epilepsy-related genes
(n =974, 33%)

2946 genes in total

FIGURA 4: Rappresentazione con grafico a torta del numero di geni in ogni gruppo
della classificazione (in percentuale).

La percentuale pin elevata (49%) riguarda i geni potenzialmente associati
all’epilessia. In questo gruppo i geni presenti sono stati individuati alterati piii 0 meno
frequentemente in pazienti affetti da crisi epilettiche, ma tutt’ora la ricerca non ne e

riuscita ad assegnare una vera e propria causa (Meng-Wen Zhang et al., 2024).
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Questo porta a capire I’importanza della ricerca scientifica nei prossimi anni ed il
lavoro ancora da svolgere per aggiornare periodicamente la classificazione, oltre che
individuare nuovi geni.

I geni associati all’epilessia possono essere classificati tramite la funzionalita della

proteina per cui codificano.
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FIGURA 5: L’immagine rappresenta un istogramma in cui sono riportate le
funzionalita delle proteine che, se mutate, possono portare manifestazioni epilettiche

(Chi et al., 2024)

Da questi dati si enfatizza quanto sia districata la via di comunicazione del sistema
nervoso e i suoi meccanismi di controllo, notando le diverse funzioni delle proteine
prodotte che possono portare a quadri epilettici diversi tra di loro. Inoltre, per valutare
il modello di espressione per i geni associati all'epilessia, sono stati ottenuti dati di
espressione tessuto-specifici (tramite GTEx) che hanno dimostrato la maggiore
espressione nel sistema nervoso centrale rispetto ad altri organi, a dimostrazione del
fatto che, se alterati, questi geni non portano a gravi conseguenze in altri distretti (Chi
et al., 2024).

I fenotipi associati ad una mutazione dello stesso gene in due individui possono essere
diversi. Ad esempio, le mutazioni in SCN/A sono responsabili del 70-80% dei casi di
encefalopatia epilettica evolutiva, o sindrome di Dravet, una delle epilessie con
prognosi peggiore. Al contrario, le varianti di SCNIA sono anche associate al fenotipo
piu lieve dell'epilessia genetica con convulsioni febbrili. Sebbene si conosca
I’associazione tra alterazione genica ed epilessia, il meccanismo patogenico ed il

fenotipo associato possono differire in base a molteplici fattori, tra cui fattori di
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trascrizione ed il fenotipo prodotto dalla mutazione genetica nell’individuo. Inoltre,
geni diversi da percorsi non sovrapposti possono dare origine a fenotipi comuni. Ad
esempio, si segnala che SCNIB, GABRG2, HCNI e SCNSA sono associati alla
sindrome di Dravet. Una specifica sindrome epilettica puo avere quindi diverse cause
genetiche (Hunter SE et al., 2022).

Un esempio lampante dell’importanza del tipo e della posizione della mutazione nel
gene ¢ stato studiato con la subunita 1 del canale del sodio voltaggio-dipendente
(SCN1A) associata a diverse sindromi epilettiche, che vanno dai fenotipi relativamente
lievi riscontrati nelle famiglie con epilessia genetica con convulsioni febbrili,
all'epilessia mioclonica grave dell'infanzia (Harkin LA et al., 2007). E stato scoperto
che cambiamenti significativi di polarita sono piu frequenti nel sensore di tensione e
nella regione dei pori della proteina SCN1A. Si tratta di aree di importanza cruciale
per la funzione del canale e contengono numerosi amminoacidi carichi. Qualsiasi
cambiamento significativo nella polarita in queste aree puo alterare il rilevamento della
tensione o portare a un'alterazione della carica nella regione dei pori. I fenotipi gravi
di Dravet non sono stati associati ad un cambiamento di polarita, ma ad un aumento
significativo del volume molecolare (SM Zuberi et al., 2011). Queste scoperte risaltano
I’importanza del nucleotide o nucleotidi mutati, quali sono ed in quale area della
proteina sara presente l’amminoacido errato che rispecchia i diversi fenotipi
dell’epilessia.

Nella maggior parte delle malattie genetiche rare, soprattutto quelle caratterizzate da
un fenotipo infausto, non viene ereditata I’alterazione genetica causale dal patrimonio
parentale, ma sono per lo piu alterazioni de novo. Per definizione, pud essere
ereditabile dalla prole solamente ci0d che ¢ presente nel patrimonio genetico dei gameti
parentali; solo una parte delle epilessie (o della suscettibilita dell’individui a
scatenarle) pud essere ereditato in quanto non tutte hanno una base genetica

responsabile.
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FIGURA 6: sono riportati i casi in cui non avviene la trasmissione del gene mutato
verticalmente ma la mutazione e de novo (fig. A), trasmissione sporadica (fig. B) e

trasmissione comune verticale (fig. C) (Colin A. Ellis et al., 2019).

Tra le epilessie di origine genetica, comunemente un individuo non ha una storia
familiare di epilessia (fig. 6A). Tali casi erano tradizionalmente considerati non
genetici, sebbene fosse possibile un'eredita recessiva, specialmente nelle comunita
consanguinee. Ora sappiamo che le mutazioni de novo (assenti nel DNA germinale
parentale) sono responsabili di molti casi di encefalopatie epilettiche e di una quota
ancora sconosciuta di epilessie sporadiche comuni. Meno comunemente (fig. 6B) uno
o due parenti affetti nella famiglia allargata suggeriscono un'eredita complessa con una
combinazione di varianti di rischio su piu geni. Raramente (fig. 6C) il fatto che molti
parenti siano affetti suggerisce un'eredita autosomica dominante; tali famiglie hanno
portato alle prime scoperte dei geni dell'epilessia, in quanto sono molto piu facili da

studiare (Colin A. Ellis et al., 2019).

2.5 Consulenza genetica

La consulenza genetica ¢ una tappa fondamentale per la maggior parte dei pazienti che
devono intraprendere un percorso diagnostico in ambito genetico, in quanto il sospetto
diagnostico inizia dal momento in cui il clinico conosce la storia del paziente ed il suo
rapporto con la patologia che verra indagata successivamente. Come detto, tra i tanti
tipi di epilessie presenti, una buona parte presenta una causa genetica che puo essere

monogenica o multigenica, semplice o complessa, ereditata o de novo. Solo una parte
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delle epilessie di origine genetica segue un’ereditarieta di tipo mendeliano, mentre per
la maggior parte di esse ¢ possibile ipotizzare una ereditarieta di tipo complesso (Nicita
et al., 2012). Al giorno d’oggi esistono molteplici metodiche per analizzare il DNA di
un paziente con sospetto, quindi bisogna ipotizzare accuratamente, in base ai sintomi
e comorbilita, se sia piu efficacie utilizzare una tecnica mirata su un gene (o pochi
geni), oppure effettuare un’indagine <a tappeto= quando non si hanno dei precisi indizi
(ovviamente i costi lievitano all’aumentare dei geni da analizzare). Il primo passo della
consulenza € I’anamnesi familiare, la storia familiare deve essere raccolta costruendo
un pedigree di almeno tre generazioni (probando, genitori € nonni). La costruzione
inizia dal probando, per poi passare ai genitori, ai nonni, agli zii e, se possibile, ai
cugini primi. E in egual modo importante ascoltare il paziente nella descrizione dei
sintomi, in quanto 1’epilessia deve essere inquadrata precisamente per poter ricercare
nella classificazione quale sia quella piu vicina alle manifestazioni del paziente.
Ovviamente, bisogna ricordare che individui della stessa famiglia possono essere
affetti da epilessie diverse, anche se il gene o 1 geni implicati sono gli stessi (variabilita
fenotipica). L’anamnesi personale inizia dalle informazioni sulla gravidanza
(tempistiche, potenziali infezioni, movimenti fetali, gestosi, etc), e alla nascita (parto
eutocico, distocico, asfissia etc). Bisogna sempre cercare di raccogliere informazioni
riguardanti tutte le comorbidita sia di tipo non neurologico (ad esempio anomalie
strutturali e malattie metaboliche) sia di tipo neurologico. Relativamente a queste
ultime ¢ necessario indagare soprattutto sull’eventuale presenza di disturbo dello
sviluppo, disturbo da deficit di attenzione e iperattivita (ADHD), autismo, disturbi del
movimento etc. La descrizione della sintomatologia epilettica ¢ per certo la parte piu
importante della fenotipizzazione di un paziente. Le linee guida presenti aiutano a
classificare il tipo di epilessia, non sempre pero si riesce ad avere un quadro chiaro e
qui spesso si utilizzano tecniche che indagano mutazioni a tappeto. (Berg et al., 2010)
L’aiuto di un testimone in alcune situazioni ¢ fondamentale in quanto il paziente stesso
non ¢ in grado di descrivere 1 sintomi, in alcuni casi puo perdere memoria o coscienza,
per questo si richiede una testimonianza o una registrazione tramite telecamere in casa
delle manifestazioni. E importante chiedere le circostanze in cui le crisi sono avvenute:
spesso le tipologie di epilessie sono caratterizzate dalla situazione ambientale che puo
scatenare la crisi come sorgenti luminose intermittenti e suoni. Epilessie idiopatiche,

epilessie generalizzate idiopatiche (non presentano sintomi nell’infanzia) ed epilessie
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focali del primo anno di vita sono i tre tipi di epilessia che pill frequentemente
presentano una causa genetica, solitamente si parla di individui nello stadio infantile,
quindi effettuare la piti accurata consulenza ¢ il primo passo per una corretta diagnosi

(Amedeo Bianchi et al., 2016).

2.6 Diagnosi ed analisi CMA (Chromosomal Microarray Analysis)

Molte malattie sintomatiche e soprattutto asintomatiche in eta giovanile al giorno
d’oggi vengono diagnosticate in ritardo e per alcune di esse la tempistica &
fondamentale per poter attuare il corretto protocollo di terapia. Trovare una diagnosi
puo essere un viaggio lungo e le opportunita di agire precocemente vengono Spesso
perse durante la cosiddetta "odissea diagnostica". Per formulare una diagnosi di
epilessia il primo passo ¢ valutare i sintomi e la storia clinica del paziente. In quanto
tale, 1’epilessia pud compromettere la memoria a causa della perdita di coscienza,
andando a compromettere la descrizione dei sintomi da parte del paziente, ed essendo
un passaggio chiave nella comprensione dell’anamnesi bisogna richiedere
osservazioni dettagliate da parte di terzi, se presenti. Il medico deve considerare
l'eziologia dell'epilessia del paziente e cercare comorbilita, come difficolta di
apprendimento, disturbi dello spettro autistico e disturbi psichiatrici, tra cui
depressione (O. Devinsky, 2018). Il test CMA ¢ raccomandato come test di prima linea
nella valutazione postnatale iniziale di individui con quanto segue:

o Anomalie multiple non specifiche di una sindrome genetica ben delineata;

o DD/ID (Developmental Disabilities/Intellectual Disabilities);

o Disturbi dello spettro autistico.

Viene raccomandata un'ulteriore determinazione dell'uso del test CMA per la
valutazione del bambino con ritardo della crescita, ritardo del linguaggio e altre
indicazioni meno studiate, in particolare mediante studi prospettici.

Nei casi di squilibrio cromosomico identificati tramite CMA, si raccomanda un follow-
up appropriato, che includa studi citogenetici/FISH del paziente, valutazione dei

genitori, valutazione genetica clinica e consulenza (Manning M. et al.; 2020).
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L'epilessia ¢ una patologia in cui per la diagnosi non esiste un vero e proprio gold
standard: una storia dettagliata insieme a un resoconto affidabile di un testimone
oculare ne sono la chiave. Conoscere se si ¢ verificata una vera crisi epilettica, in base
allo studio di sintomi e segni, ¢ indispensabile in quanto nessun elemento da solo puo
essere segnalato come sintomo dell’epilessia (Roland D. Thijs et al., 2019).

L'attivita elettrica del cervello pud essere studiata tramite elettroencefalogramma
(EEG), tecnica fondamentale nella diagnosi dell'epilessia, perché le alterazioni
elettriche, spesso molto indicative, possono essere presenti anche in assenza dei
sintomi. Le alterazioni elettriche possono venir meno nel momento in cui non &
avvenuta una crisi epilettica recentemente, pertanto un EEG negativo, svolto in questo
momento, non esclude la diagnosi di epilessia. Anche la risonanza magnetica e la TAC
cerebrale sono esami diagnostici validi (Fisher RS et al. 2005).

Al giorno d’oggi ¢ largamente documentata 1’importanza della neuroimmagine, che
consente lo studio della neuroanatomia del paziente a cui ¢ stata diagnosticata
preventivamente [’epilessia. Tecniche di imaging avanzate, tra cui la risonanza
magnetica per immagini (MRI), la tomografia a emissione di positroni (PET) e la
risonanza magnetica funzionale (fMRI), hanno notevolmente aiutato i ricercatori in
questo ambito a conoscere le basi dell’insorgenza di questa patologia (Montalvo M. et
al., 2022). Storicamente I’EEG ¢ stata la principale tecnica utilizzata per aggiornare la
classificazione, in quanto si ¢ studiato dai primi anni la componente anatomica su tutte.
Negli ultimi anni la situazione & cambiata, in quanto le nuove tecniche di
sequenziamento (NGS) hanno permesso la ricerca di mutazioni genetiche che possono
essere alla base delle varie sindromi epilettiche (Abdelsamad A. et al., 2023).

Per I’epilessia genetica, considerando la resa delle varie modalita di test, la riduzione
dei costi dei test basati su NGS e l'eterogeneita genetica delle epilessie,
Sequenziamento dell’Esoma (ES) o Sequenziamento del Genoma (GS), ove fattibili e
disponibili, sono stati raccomandati come test di primo livello in tutte le epilessie con
presunta base genetica. Gli ES possono rilevare varianti di singoli nucleotidi all'interno
delle regioni codificanti, che sono gli esoni con siti intronici fiancheggianti, cosi come
varianti del numero di copie (CNV) a livello di pit esoni e di geni completi del genoma
umano; tuttavia, le CNVs monoesoniche solitamente non vengono coperte € le
delezioni/duplicazioni piu grandi potrebbero non essere rilevate. I1 GS, essendo il gold

standard, ¢ un singolo test genetico completo che offre vantaggi identificando varianti
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nelle regioni non codificanti, espansioni di ripetizioni trinucleotidiche, varianti
strutturali e varianti del DNA mitocondriale. Tuttavia, decifrare i risultati di GS ¢
davvero un'impresa ardua a causa della sostanziale generazione di varianti di
significato incerto (VUS) e varianti non codificanti. La CMA ¢ ancora importante
come test di primo livello nella pratica attuale. Le CNVs patogene sono implicate in
circa il 5%-16% di tutte le epilessie, in particolare quelle associate a disturbi dello
sviluppo neurologico. CMA per esaminare delezioni/duplicazioni piu grandi (>100 a
300 kb) e microdelezioni/duplicazioni pud essere offerto nel caso di un ES negativo.
La CMA puo anche identificare regioni con perdita di eterozigosi in pil tratti del
genoma. Questa scoperta pud suggerire la consanguineita e sollevare la possibilita di
un disturbo ereditario autosomico recessivo (Sayoni Roy Chowdhury MD. Et al.,
2024).

Un'analisi di microarray cromosomico (CMA) ¢ stato considerato per diversi anni il
test genetico di prima linea per aiutare nella valutazione diagnostica dell'ID
(Intellectual Disability) quando l'anamnesi del paziente e l'esame obiettivo non
forniscono una diagnosi evidente. La CMA pud essere eseguita tramite aCGH
(Microarray-based Comparative Genomic Hybridization) o utilizzando un array SNP.
La CMA ¢ uno dei migliori strumenti disponibili per rilevare le variazioni del numero
di copie nella composizione cromosomica (Haeri M. et al., 2015). In ambito prenatale,
¢ alla pari con il cariotipo tradizionale per il rilevamento di squilibri cromosomici
importanti come aneuploidia e riarrangiamenti sbilanciati, ma riesce a rilevare anche
microdelezioni e microduplicazioni (Levy B et al., 2018). La CMA ¢ una tecnica
comparativa che confrontano il DNA di un paziente con un campione di DNA di
controllo normale per identificare zone dei cromosomi maggiormente presenti 0 meno

nel campione del paziente rispetto al controllo (Snijders et al., 2001).
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FIGURA 7: Rappresentazione dei passaggi principali della tecnica microarray. 1l
DNA dello standard e del paziente vengono marcati con sonde differenti, | ’emissione
di luce sulle molecole fluorescenti in ogni spot rilevera quale dei due campioni presenti

piu copie di quel tratto di DNA (Aaron Theisen, 2008).

Nell'approccio CMA, i campioni di DNA del paziente e di controllo vengono
frammentati, etichettati con diversi colori fluorescenti (quindi marcati in modo
differenziale) e ibridati in modo competitivo con cromosomi in metafase. L'intensita
del segnale fluorescente del DNA marcato rispetto a quella del DNA di riferimento
puo essere in questo modo tracciato su ciascun cromosoma, consentendo
l'identificazione delle variazioni del numero di copie (Kallioniemi, A., et al., 1992).
Vengono mescolati insieme in proporzioni uguali e posizionati su un array contenente
piu sonde da sequenze rappresentative di tutto il genoma umano. La miscela di DNA
si lega (si ibrida) in modo competitivo alle sequenze complementari situate all'interno
del DNA della sonda sull'array. L'intensita di fluorescenza di ogni sonda viene misurata

utilizzando un software di imaging digitale. Dopo un processo di normalizzazione,
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viene calcolato un rapporto delle intensita di fluorescenza tra il paziente e il campione
di controllo. Un rapporto di 1 indica contributi uguali dal paziente e dal campione di
controllo che a sua volta rappresenta un numero di copie normale in quel locus. Un
rapporto significativamente maggiore di 1 indica che una quantita maggiore di DNA
del paziente si ¢ ibridata in una posizione particolare rispetto al DNA di controllo. Ci0o
rappresenta un guadagno di materiale cromosomico del paziente (una duplicazione o
trisomia). Al contrario, una perdita di materiale genetico (una delezione o monosomia)
nel paziente produrrebbe un rapporto significativamente inferiore a 1 a causa di una
maggiore ibridazione delle sequenze di DNA di controllo rispetto al DNA del paziente.
La posizione e la dimensione del guadagno/perdita possono essere determinate dal
numero di sonde consecutive che mostrano un rapporto superiore o inferiore a 1. La
risoluzione e la capacita diagnostica di aCGH dipendono dal numero e dai tipi di sonde
utilizzate e dalla loro distribuzione nell'intero genoma (Shearer et al., 2007). ) La CMA
al giorno d’oggi ¢ uno strumento fondamentale per formulare la diagnosi di numerose
patologie che possono presentare una base genetico-molecolare, come autismo,
epilessia, disabilita intellettive e disturbi cognitivi. L’analisi citogenetica comune ¢
tutt’ora un ottimo strumento per rilevare variazioni nella struttura cromosomica
tramite bandeggio, ma puo rilevare riarrangiamenti fino a 5 Mb. La detection rate ¢
stata aumentata dalla CMA che rileva variazioni strutturali fino a 1Kb di grandezza,
utile nello studio delle CNVs ed LOH (Loss Of Heterozygosity). Le prime non sempre
sono indicative in quanto sono presenti anche in individui sani, quindi il clinico si
direziona tramite vari database genetici che classificano queste variazioni in base al

potenziale patogenico.

Questa tecnica nella diagnosi prenatale presenta 11 99% di successo (ovvero 1 pazienti
hanno ricevuto una diagnosi corretta), mentre nei pochi casi in cui si sono riscontrati
problemi ¢ per la minore efficacia nell’identificare traslocazioni bilanciate e triploidia
fetale (Wapner RJ et al., 2012).

Le anomalie citogenetiche includono anomalie numeriche (aneuploidia, ipodiploidia,
iperdiploidia e poliploidia) e anomalie strutturali (delezione, duplicazione,
triplicazione, amplificazione, traslocazione, inversione, inserzione, cromosoma
marcatore, ecc.) (Shao et al., 2021). Le varianti del numero di copie (CNV) e le

mutazioni puntiformi sono le principali cause genetiche di centinaia di malattie. Uno
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studio di coorte ha indagato I'utilita della CMA in 51 neonati in cui ¢ stata diagnosticata
precedentemente epilessia grave. Sono state trovate CNV nel 17,6% dei bambini; CNV
clinicamente significative o patogene probabili nel 5,9%, CNV incerte nel 3,9% e CNV
significative improbabili nel resto. E noto che mutazioni de novo in diversi geni sono
responsabili di alcune encefalopatie epilettiche. Inoltre, ¢ noto che rare varianti del
numero di copie de novo (CNV) rappresentano fino a circa 1'8% dei casi (Kamien BA
et al., 2012). Un esempio ¢ la delezione 16p13.11, che colpisce circa lo 0,6% dei
pazienti epilettici ed ¢ il fattore di rischio genetico singolo piu diffuso per la
suscettibilita complessiva alle crisi epilettiche identificato fino ad oggi. Sono state
anche identificate una serie di regioni geniche che sembrano portare delezioni
associate all'epilessia e giustificano una valutazione dettagliata come per le delezioni
16p13.11. In una ricerca scientifica, nel locus 16p13.11 associato all'epilessia, sono
state trovate delezioni maggiori di 100 kb in 23 pazienti (Heinzen E.L. et al., 2010).
L'individuazione di CNV, sia de novo che ereditate, ¢ fondamentale per la prognosi e
per I’attuazione corretta della terapia. In un neonato ¢ stata ritrovata la delezione
16p13.11, classificata al giorno d’oggi come VUS, ma presente anche in un paziente
di questa ricerca, a dimostrazione del fatto che 1’aggiornamento continuo tramite
nuove scoperte ¢ di fondamentale importanza nella diagnosi ed in una potenziale
terapia mirata (Allen et al., 2015).

Mentre alcune varianti possono essere previste con sicurezza come patogene o meno,
in molti casi elementi di evidenza mancano o sono in conflitto tra loro. In queste
situazioni, la variante ¢ spesso classificata e segnalata come VUS. I recenti progressi
nella tecnologia di sequenziamento di nuova generazione che hanno consentito il
sequenziamento rapido ed economico di numerosi geni in una volta sola (test del
pannello), delle regioni del genoma che codificano per le proteine (I'esoma) o
dell'intero genoma, hanno aumentato la resa dei test genetici e li hanno resi piu
accessibili, ma hanno anche aumentato notevolmente il numero di VUS riscontrati
nella pratica clinica. In altre parole, pill sequenze si studiano, piu ¢ probabile trovare
una VUS. Il microarray cromosomico ¢ la maggior causa dell’aumento del numero di
VUS.

La CMA ¢ entrata a far parte della routine clinica per formulare una possibile diagnosi
anche nei neonati e infanti con stati patologici congeniti come malformazioni e varie

disabilita. La mancanza di linee guida uniformi per la resa clinica prevista di CMA, in
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termini di risoluzione e copertura (ad esempio, intero genoma o specifico del locus),
impedisce la standardizzazione della pratica clinica per i test CMA in quanto, la
maggior parte dei laboratori clinici mantiene database interni di CNV patogeni e
benigni, ma potrebbero non concordare sulle interpretazioni (Miller DT et al., 2010).
Questa tecnologia ¢ stata un importante progresso nella genetica clinica, aumentando
la percentuale di bambini con grave disabilita intellettiva e ritardo dello sviluppo per i
quali ¢ stata identificata un'anomalia citogenetica causativa, da circa il 5% utilizzando
il cariotipo a bande di Giemsa, al 20-25% utilizzando microarray cromosomici
(Beaudet et al., 2014). Questa tecnologia ¢ accettata come test di primo livello per la
valutazione degli squilibri cromosomici associati a disabilita intellettiva, autismo e/o
anomalie congenite multiple. I limiti dell'uso della CMA includono I'impossibilita di
rilevare:

eventi genetici che non influenzano il numero di copie relativo delle sequenze di DNA
(ad esempio, riarrangiamenti cromosomici bilanciati); tuttavia, la CMA puo rivelare
cambiamenti nel numero di copie in riarrangiamenti cromosomici apparentemente
"bilanciati" (ad esempio, guadagni o perdite nei siti di rottura cromosomica o in
prossimita di essi) (Shao et al., 2021).

Sorprendentemente, 1'entita della variazione nel numero di copie nel genoma umano
supera l'eterogeneita nella variazione della sequenza. Esistono diversi database che
forniscono dati per le CNV nei controlli sani e negli individui sintomatici, come
Database of Genomic Variants (DGV) (Haeri M. et al., 2015).

L'analisi del cariotipo cromosomico G-band ¢ ampiamente utilizzata come metodo per
rilevare anomalie genetiche nella diagnosi prenatale clinica. Tuttavia, questo approccio
presenta diverse limitazioni, tra cui la necessita di eseguire colture cellulari, un lungo
periodo di attesa per la rilevazione (da 2 a 3 settimane) e una bassa risoluzione (solo
anomalie cromosomiche > 5-10 Mb possono essere rilevate utilizzando questo
approccio) (Xia M. et al., 2020). I pazienti con sospette anomalie cromosomiche sono
inizialmente indicati per il test del cariotipo convenzionale. I cromosomi vengono
analizzati microscopicamente in metafase con una risoluzione di 400-550 bande.
Tuttavia, questo livello di risoluzione non rileva alterazioni cromosomiche che
interessano segmenti inferiori a 5 Mb. In media, dal 15 al 20% degli individui con
Disabilita Intellettiva (ID), disturbi dello spettro autistico e anomalie congenite

multiple vengono diagnosticati con la metodologia dell’aCGH (Pratte-Santos R. et al.,

24



2016). Dal primo utilizzo del CMA nei primi anni 2000, si € pensato di poter sostituire
il cariotipo, che richiede una grande esperienza visiva € manuale, 1’utilizzo di cellule
vive e 1 tempi di attesa nell’ordine di settimane. Nonostante questo, il cariotipo ha
ancora un posto nel kit di strumenti diagnostici insieme ai microarray cromosomici e
ad altre tecniche, ed ogni strumento puo fornire le informazioni necessarie per aiutare
i neogenitori a prendere decisioni informate. Quando i microarray non forniscono
informazioni utilizzabili, altri metodi come il cariotipo rappresentano i passaggi
successivi ideali, colmando quelle lacune con i loro punti di forza unici (Thermofisher
Scientific, Behind the Bench, 2020).

Come detto, esistono molte alterazioni genetiche che non possono essere rilevate dal
cariotipo tradizionale, come le CNVs. Queste ultime sono delezioni o duplicazioni di
tratti di DNA che vanno da 1 kb a un intero cromosoma. Sono causate per lo piu da
ricombinazione non omologa, associata a meccanismi di riparo del DNA. La
ricombinazione non omologa ¢ alla base della formazione delle cosiddette CNVs non
ricorrenti. La maggior parte delle microduplicazioni e delle microdelezioni patogene
non sono altro che CNVs non ricorrenti (BREDA GENETICS, 2016). Le CNV sono
un'importante fonte di normale variazione genomica, ma alcune agiscono come fattori
di rischio o cause di malattia. Possono essere suddivise in ricorrenti € non ricorrenti.
Esempi di CNV ricorrenti associati a disturbi neurologici o neuroevolutivi includono
duplicazioni di 17p12 che causano la sindrome di Charcot-Marie-Tooth e delezioni di
15q11-q13 nelle sindromi di Prader-Willi e Angelman (Mefford HC et al., 2014). Lo
sviluppo di microarray cromosomici ha consentito lo studio dell'intero genoma per le
CNVs in grandi coorti. Sono stati condotti studi sulle CNVs per I'epilessia genetica
generalizzata, 1'epilessia focale ed encefalopatia epilettica, rivelando un chiaro ruolo
delle CNVs in ciascuna classe principale. Nel complesso, le CNVs rare, alcune delle
quali coinvolgono geni malattia noti, contribuiscono al 5-10% dei casi di epilessie
infantili (Olson et al., 2014). Da uno studio di 222 pazienti, il rischio di una CNV
patogena ¢ segnalato come aumentato con disabilita intellettiva (ID) concomitante,
caratteristiche dismorfiche, disturbo dello spettro autistico (ASD), resistenza ai
farmaci o altre comorbilita (Helbig I et al., 2014).

Per i neonati e gli infanti esiste la possibilita di prescrivere molti test genetici, in base
all’esperienza che possiede il pediatra nella sua gestione delle analisi genetiche: i test

maggiormente utilizzati sono il microarray-CGH (per lo studio dei cromosomi) e lo

25



studio di pannelli genici con varie metodiche. I risultato dell’aCGH puo essere di tre
tipi:

-Positivo: risultato che porta alla diagnosi ed a volte ¢ utile alla prognosi;

-Negativo: non porta solitamente alla diagnosi, ma indirizza il clinico nella
prescrizione di altri test;

-VUS (Varianti di Significato Incerto): ¢ un risultato intermedio, frequente nel
microarray cromosomico che puo etichettare una CNV come VUS nel caso in cui in
letteratura non ¢ presente una sua certa correlazione con una determinata patologia. Se
¢ documentata la presenza di una VUS nella stessa malattia in molti pazienti diversi
verra diagnosticata comunque come tale, non rientra tra i positivi (Hoffman-Andrews
L et al., 2018). Le VUS sono spesso soggette ad una errata valutazione del personale
medico e della famiglia del paziente, in quanto ¢ un risultato incerto, non da
spiegazioni e non indirizza verso una diagnosi, in quanto quella CNV non ¢ stata
ancora studiata nel dettaglio. La classificazione odierna prevede cinque classi: le CNV
con prove insufficienti o contrastanti a supporto dell'associazione con la malattia, tali
da non poter essere classificate come "probabilmente patogene", né come
"probabilmente benigne", sono VUS. Se classificata come VUS, non porta mai ad una
conferma di diagnosi genetica, ma alcune caratteristiche possono indirizzare il clinico.
Un esempio ¢ la <VUS de novo= (non ereditata), questa denominazione porta a
classificarla come "probabilmente patogena". Una VUS presente anche in un genitore
non affetto dalla malattia, € meno probabile sia patogena (Joynt ACM et al., 2021).
Una caratteristica relativamente unica delle VUS, rispetto ad altri tipi di risultati
ambigui di test medici, sta nel fatto che mentre i secondi rimangono statici nel tempo,
il significato delle VUS puo essere chiarito, man mano che vengono raccolti piu dati
grazie alla ricerca scientifica parallela alle diagnosi cliniche. I laboratori riclassificano
regolarmente le VUS: possono essere "promossi" a patogeni o "declassati" a benigni
(quest'ultimo caso ¢ il pit comune) (Hoffman-Andrews L. et al., 2018). Nonostante
questi recenti progressi, le diagnosi basate sulla genetica dei pazienti possono essere
difficili, poiché esiste sia eterogeneita genetica all'interno di una data sindrome

epilettica sia eterogeneita fenotipica associata a mutazioni in un gene specifico.
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3. Materiali e metodi

3.1 Reclutamento dei pazienti

I pazienti che sono stati reclutati per questa ricerca scientifica sono stati selezionati a
partire da un iter diagnostico nel laboratorio di Genetica Medica presso il Cast
dell’Universita <G. D’ Annunzio= di Chieti, che, in questo caso, prevede 1’utilizzo di
tecniche molecolari con lo scopo di diagnosticare o aiutare alla diagnosi per pazienti
con sospetto di disabilita intellettiva, autismo, disturbi epilettici o caratteristiche
dismorfiche. Nella prima fase ¢ prevista una consulenza medica con il paziente (in
presenza dei genitori per pazienti minorenni) in cui si attesta che I’individuo presenta
dei segni clinici che possono essere utili ad indirizzare la diagnosi di un certo tipo. I
campioni dei pazienti, in base alla sintomatologia, vengono sottoposti a determinati
esami clinici che saranno 1 pil indicati per quel determinato sospetto diagnostico. Per
questa ricerca scientifica interessano sospetti diagnostici quali epilessia e disturbi dello
sviluppo (possono essere presenti entrambi nello stesso paziente) e si va alla ricerca di
nuovi markers genetico-molecolari che ne possono essere alla base. I nomi dei pazienti
non verranno citati per motivi di privacy, ma verranno citate eta, sintomatologia ed
altre caratteristiche del paziente che possono influenzare il sospetto diagnostico e

soprattutto la diagnosi.

3.2 Casistica

Nella seguente sezione verranno riportati 1 casi clinici analizzati tramite CMA,
accomunati tra di loro da una diagnosi di epilessia. Come spiegato precedentemente,
I’epilessia € una patologia caratterizzata dalla grande eterogeneita, per eziologia,
prognosi e sintomi. Per tale motivo nello studio sono stati presi in esame pazienti affetti
da differenti tipi di epilessia. La diagnosi ¢ stata effettuata presso altri centri

specializzati, il ruolo del laboratorio di Genetica Medica ¢ stato quello di accumunare

una possibile causa genetica alle manifestazioni sintomatiche del paziente (e quindi
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anche alla sua diagnosi). I pazienti sono stati riferiti all’Unita di Genetica Medica

(CAST, Universita <G. d’Annunzio Chieti-Pescara) tra il 2023 e 2024.

I loro nomi non verranno citati sia perché nella maggior parte dei casi sono minorenni,

sia per motivi di privacy.

Sono stati presi in considerazione in totale 10 pazienti con un quadro di epilessia. 8 di

loro sono pazienti di eta pediatrica mentre 2 di loro adulti. Nella tabella sottostante

(Tabella 1) vengono riportati I’eta, il sesso e la diagnosi per ogni soggetto considerato.

N

CASO ETA
1 12 anni
2 9 anni
3 13 anni
4 3 anni
5 10 anni
6 1 anno e 10 mesi
7 6 anni
8 2 anni
9 39 anni
10 36 anni

SESSO

MASCHIO

FEMMINA

MASCHIO

FEMMINA

FEMMINA

FEMMINA

FEMMINA

FEMMINA

FEMMINA

MASCHIO

TABELLA 1: Anamnesi della casistica riportata.
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DIAGNOSI
Epilessia generalizzata

Anomalie epilettiformi e
disturbo misto dello
sviluppo
Epilessia generalizzata
con disturbo cognitivo e
cardiopatia congenita
Convulsioni febbrili
ricorrenti e disturbo del
comportamento
Epilessia locale e
disabilita intellettiva lieve
Epilessia focale
secondariamente
generalizzata in seguito
ad episodio febbrile
Convulsioni febbrili
all'eta di 3 anni
Epilessia generalizzata e
microcefalia
Crisi epilettica in stato di

gravidanza

Epilessia focale



3.3 Tecnica di estrazione

L’estrazione ¢ il primo passaggio in cui vengono sottoposti i campioni. Nella totalita
dei casi ¢ stato effettuato un prelievo di sangue periferico ai pazienti. L’estrazione del

DNA ¢ stata effettuata tramite MagPurix2000.

FIGURA 8: Area interna di lavoro dell estrattore MagPurix2000, in cui vengono
caricati i campioni (di sangue o tampone boccale), le cartucce con biglie e soluzioni

tamponate per l’estrazione e le eppendorf per [’eluato (protocollo MagPurix2000).

La strumentazione ¢ completamente automatizzata, in grado di estrarre DNA (ed acidi
nucleici in generale) a partire da varie tipologie di campione. Puo estrarre fino a 12
campioni contemporaneamente da sangue intero, siero, plasma, tamponi orali e tessuti
ed ¢ compatibile sia con analisi di gPCR che NGS, fino ad arrivare alla CMA. 200 uL.
di sangue periferico viene dispensato nel collection tube, una seconda provetta viene

caricata nello strumento gia nominata e numerata in cui andra I’eluato.
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FIGURA 9: L’immagine rappresenta il workflow della tecnica di estrazione.

La tecnica utilizza sfere magnetiche che, dopo la fase di lisi cellulare e proteica (con
buffer di lisi e proteinasi K), vanno a legare gli acidi nucleici in soluzione e venendo
attirate da un magnete esterno separano gli acidi nucleici dal mezzo acquoso. Vengono
eluiti in una seconda eppendorf in modo tale da avere DNA purificato pronto da essere

analizzato.

3.4 Quantizzazione

Terminata la fase di estrazione, ci0 che proseguira nelle fasi successive sara 1’eluato
ovvero il campione di DNA. Prima di proseguire bisogna quantizzare il campione,
ovvero analizzare la quantita di DNA all’interno di esso. E stato utilizzato il Qubit 3
Fluorometer dell’Invitrogen, uno strumento capace di quantizzare tutti i tipi di acidi

nucleici che vengono richiesti dall’operatore. In questo studio la medesima procedura
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serve per avere la concentrazione di DNA nota in quanto per ’array-CGH deve essere

standardizzata.

USB cable

s # HoTt

Sample
chamber

Power

/ inlet

/
/7 W~ USB drive

port

Touch screen

FIGURA 10: Qubit 3 Fluorometer.

1 kit prevede 1’utilizzo di 1pL di fluoroforo e 199uL di Buffer: da qui, 198uL verranno
miscelati con 2uLL di DNA e verra quantizzato. Una volta ottenuta la concentrazione,
bisogna effettuare la diluizione del campione come da protocollo (sia il campione
standard che il campione del paziente devono avere una concentrazione di 50 ng/uL,

la diluzione va effettuata con TE BUFFER del kit).

3.5 Analisi CMA (Chromosomal Microarray Analysis)

E stato utilizzato il CytoScan Dx Assay e il GeneChipSystem 3000 dell’ Applied
Biosystems, con un protocollo messo a punto per 1’utilizzo in ambito diagnostico, per
lo studio di CNV correlate a disabilita intellettiva ed anomalie congenite. Il test
CytoScan Dx, con la sua copertura dell'intero genoma, offre una risoluzione piu elevata
rispetto al cariotipo e una copertura pitt completa rispetto alla FISH. Questa tecnica

richiede diversi passaggi e giorni di lavoro che possono essere la causa principale di
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eventuali errori durante 1’esecuzione. Viene utilizzata per rilevare le CNVs nel DNA
genomica di neonati e bambini a partire da sangue periferico e tamponi, il risultato non
¢ pero sempre indicativo in quanto possono non essere presenti CN'Vs, oppure queste
ultime se presenti non hanno significato diagnostico. Oltre le CNVs vengono studiate
anche possibili perdite di eterozigosita (LOH) o mancanze di eterozigosita (AOH).
Ovviamente il test deve essere affiancato da altre metodiche per una riconferma, ed il
risultato deve essere valutato insieme alla consulenza per avere un quadro completo.
Vengono utilizzati un controllo positivo, che presenta alterazioni cromosomiche che
devono essere registrate, ed un controllo negativo in cui ¢ presente solo il buffer, per

valutare possibili contaminazioni.

Una volta estratto il DNA genomico (2DNA) da sangue periferico, viene utilizzata una
piastra da 96 pozzetti per analizzare pit campioni contemporaneamente. I campioni
numerati (figura 11) vengono diluiti utilizzando il buffer per arrivare alla
concentrazione di 50 ng/uL. Si posiziona una seconda piastra nella zona inferiore del
blocco dove inizieranno le prime reazioni: digestione e ligazione. SuL di gDNA diluito

vanno aliquotati nella seconda piastra.

-

FIGURA 11: termoblocco di metallo in ghiaccio su cui vengono poste le piastre per

mantenere la temperatura dei campioni sempre costante.
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3.5.1 Digestione

I1 gDNA va digerito con I’enzima di restrizione NSP I che viene aggiunto alla Mix da
preparare insieme a NFW, il buffer ed il BSA. Una volta ottenuta la Master Mix, viene

dispensata con una multicanale nei pozzetti della piastra in cui sono presenti i

campioni.
Temperatura Durata Reagente | 1 campione
237°C 2 ore O NFW 11,55 U!
65°C 20 minuti @NSPIBUF] 200w
BSA 0,20 pl
4°C 5 minuti .
@ NSP | 1,00
4°C &
Totale 14,75 ul
FIGURA 12: profilo termico FIGURA 13: concentrazioni dei
utilizzato nella reazione di digestione. reagenti da utilizzare per singolo.
3.5.2 Ligazione

Terminata la digestione in termociclatore, bisogna preparare la Master Mix di
ligazione, in cui ci saranno il buffer di reazione e 1’adattatore di NSP I. Questo
passaggio serve a unire le estremita protrudenti prodotte dallo step di digestione, in

modo tale da avere ogni tot di basi una sequenza conosciuta (adattatore).
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Temperatura Durata Reagente 1 campione
16°C 3 ore ® DNA LIG BUF 2,50 pl
70°C 20 minuti @ NSP | ADAP 0,75 pl
4°C 5 minuti @ LIG DEL DNA 2,00 pl
4°C o Totale 5,25 pl

FIGURA 14: la Master Mix verra FIGURA 15: concentrazione dei
dispensata nei pozzetti contenenti i  reagenti da utilizzare per la ligazione.
campioni digeriti e la piastra sara

sottoposta ad un altro passaggio in

termociclatore con il profilo termico

3.5.3 Reazione a catena della polimerasi (PCR)

Questo passaggio viene svolto in un termociclatore posto in una camera definita <post-
PCR= in quanto bisogno evitare contaminazioni tra i due passaggi. Per prima cosa
bisogna riempire il reservoir di NFW, una soluzione che viene utilizzata per andare a
diluire 1 campioni ligati. Una volta effettuata la diluizione, ogni campione (vedi figura
14) deve essere aliquotato in quattro pozzetti, in modo tale da avere per ogni campione
quattro reazioni in colonna, in una nuova piastra che verra utilizzata per la PCR in
termociclatore. L ultimo passaggio prevede la preparazione della Master Mix, in cui
verranno inseriti 1 primers, 1 DNTPs ed il buffer di reazione. Solo per ultimo viene

inserita la TAQ, che non puo essere mantenuta a lungo al di sopra dei -20°C.
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@7 Provetta per PCR Master Mix

Reservoir par reagenti

DNTPS

GCM

PCR PRIM
O_mo BUF

MNFW

[ TS e

FIGURA 16: preparazione reagenti per la PCR.

La Master Mix viene prima inserita nel reservoir (precedentemente pulito) e poi viene
aggiunta con la multicanale nei pozzetti della piastra in cui ¢ presente il DNA ligato

diluito. La piastra verra inserita in termociclatore con il profilo termico sottostante.

Reagente 1 reazione Temperatura Durata Cycles (Cicli)

O NFW (raffreddato) 39,5 pl 94°C 3 minuti 1X

TAQ BUF 10,0 pl 94°C 30 secondi

MCG 20,0 pl 60°C 45 secondi 30X

DNTPS 14,0 pl 68°C 15 secondi

PCR PRIM 4,5 pl 68°C 7 minuti 1X

TAQ ENZ! 2,0yl 4°C 5 minuti 1X
Totale 90,0 pl 4°C o0
FIGURA 17: concentrazioni FIGURA 18: profilo termico PCR.
reagenti per la PCR.

Una volta effettuata la PCR bisogna controllare che il processo di amplificazione sia
avvenuto correttamente prima di eseguire 1 passaggi successivi: si utilizza una strip in
cui vengono caricati i campioni della fila A della piastra e con essi viene eseguita una
corsa elettroforetica con gel di agarosio al 2%. Il midori viene utilizzato per marcare
la doppia elica, alla fine della corsa si verifica la presenza delle bande corrispondenti

agli amplificati al GelDoc.
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3.5.4 Purificazione degli amplificati

La purificazione prevede inizialmente 1’utilizzo di provette eppendorf indipendenti in
cui si inseriscono i campioni amplificati: per ogni campione si hanno quattro
amplificati sulla stessa colonna, tutti e quattro saranno inseriti nella stessa eppendorf
che ¢ stata precedentemente contrassegnata con un numero o il nome del paziente.
Viene poi aggiunta una quantita standard di PURIF BDF, una soluzione in cui sono
presenti biglie magnetiche a cui viene aggiunto etanolo che precipitando permette la
purificazione degli amplificati. Dopo incubazione di 10 minuti, le provette vengono
centrifugate. Le provette vengono poi posizionate sul supporto magnetico e deve
essere controllato che il pellet dopo poco tempo venga attratto dal magnete, infine
viene eliminato il surnatante. Per consentire una purificazione ottimale viene aggiunto
il PW BUFFER e viene eseguito il passaggio sul supporto magnetico altre due volte.
Il terzo passaggio viene invece svolto utilizzando un tampone di eluizione, in modo
tale da rompere il legame presente tra biglie e DNA e, tramite supporto magnetico,

vengono separati. Nella soluzione sara presente il DNA libero.

3.5.5 Quantificazione

Si utilizza uno spettrofotometro UV per quantificazione, in modo da calcolare I’OD e
misurare la concentrazione di DNA nel campione. Si utilizza sempre il tampone NFW
per diluire il DNA, ovviamente bisogna renderne conto nei calcoli successivi. Se la
concentrazione soddisfa i criteri stabiliti dal protocollo, si passa allo step successivo

nel minor tempo possibile.

3.5.6 Frammentazione

Avviene, cosi come per gli step precedenti, grazie all’utilizzo di un enzima che viene
utilizzato per ultimo rispetto agli altri reagenti per preservarne [Dattivita. La

preparazione della Master Mix richiede il buffer di frammentazione, ’'NFW ed infine
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I’enzima. Viene utilizzata una strip in cui in ogni pozzetto verranno aliquotati la Master

Mix ed i campioni.

Reagente 1-24 campioni Temperatura Durata
O NFW 271,2 pl 37°C 35 minuti
@ FRAG BUF 343,8 pl 95°C 15 minuti
@ FRAG RGT 10,0 pl 4°C 5 minuti
Totale 625,0 pl 4°C &
FIGURA 19: concentrazioni dei FIGURA 20: profilo termico per la
reagenti per la frammentazione. reazione di frammentazione.

La fase di controllo della frammentazione ¢, cosi come la quantificazione, un
<controllo qualita= e non rientra propriamente nella preparazione del chip del
microarray. Per questo si utilizza una piccola aliquota di campione che verra diluita
con un volume maggiore di NFW e verra fatto correre in un gel di agarosio al 4% (la
percentuale di agarosio ¢ elevata perché i frammenti prodotti sono di piccole

dimensioni, tra le 25 e le 125 pb).

3.5.7 Marcatura

Per la marcatura si prepara la Master Mix con i seguenti reagenti: TDT buffer,

ETICHETTA DNA RGT ed enzima TDT.

Reagente 1 Campione Temperatura Durata
® TDT BUF 14,0 pl 37°C A6
ETICHETTA DNA 2,0 pl .
EGT a 95°C 15 minuti
Totale 19,5 pl 4°C 00
FIGURA 21: concentrazioni dei FIGURA 22: il profilo termico per la
reagenti per la marcatura. marcatura.
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3.5.8 Ibridazione

In questo step sono fondamentali sia il termociclatore che il fornetto, quest’ultimo
presente degli alloggi per chip che ruotano ad una certa velocita e temperatura che
possono essere impostate dall’operatore. In questo caso la temperatura ¢ di 50°C, la
velocita di 60 giri al minuto. All’inizio bisogna creare una richiesta di test e registrare
I’array sul software, in modo tale che quest’ultimo riconosca il codice a barre dei chip
e riconosca a quale paziente ¢ stato assegnato (ad ogni paziente ¢ correlato un chip in
cui all’interno si dispensa il campione).

Bisogna innanzitutto preparare la Master Mix di ibridazione, in questo caso si hanno
quattro buffer di ibridazione e ’OCR (Oligo Control Reagent). Una volta aggiunta la
Master Mix nei pozzetti della piastra contenenti 1 campioni, si deve svolgere la

denaturazione del DNA, in termociclatore:

Temperatura Durata
95°C 10 minuti
49°C 3 minuti
49°C o0

FIGURA 18: profilo termico dell 'ibridazione.

In questo modo nel pozzetto, al termine dei 3 minuti a 49°C, si avranno molecole di
DNA a singolo filamento, che saranno pronte per legarsi alle molecole complementari
presenti nel chip. L’ibridazione avviene nel fornetto ed inizia nel momento in cui sono

stati riempiti tutti i chip.
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FIGURA 19: si deve inserire la punta di un puntale da 200 ul nel setto
in alto a destra di ciascun array, in modo tale da creare aria all interno.
Nel foro in basso a sinistra si inserira il campione fino a riempimento.

Entrambi 1 fori devono essere coperti con gli adesivi rotondi che fornisce il kit. I chip
andranno nel fornetto ad una temperatura di 50°C e con rotazione di 60 giri al minuto

per 16/18 ore.

3.5.9 Lavaggio, rivelazione e scansione degli array

Il lavaggio avviene nella stazione fluidica, uno strumento che metto in contatto varie
soluzioni con i chip, tra cui acqua, WS A e WS B (questi ultimi sono entrambi buffer).
Va prima eseguita 1’inizializzazione dello strumento, in cui si prepara svolgendo dei
lavaggi autonomi della macchina stessa. Terminati 1 lavaggi, si possono occupare le
quattro postazioni con un alloggio ciascuno per ogni array; quindi, dal fornetto si
tolgono quattro array per volta. In questa fase bisogna utilizzare tre eppendorf, una
ambra per SB-1 (in quanto sensibile alla luce), una trasparente per SB-2 ed una blu per
il buffer AH. All’interno della stazione fluidica, avviato il programma entreranno in
contatto le sonde e gli array in modo tale da permettere la rivelazione. Terminata la
fluidica, si procede nello scanner che rileva il segnale luminoso nei chip.

Per quanto riguarda le regioni cromosomiche analizzate, ¢ stato valutato tutto il

genoma con una risoluzione pari a 25 kb per le delezioni, 50 kb per le duplicazioni e
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3 Mb per regioni con perdita di eterozigosita (LOH). Le prestazioni del test non sono
state valutate per 1 CNV e LOH con dimensioni al di sotto di queste soglie.

Inoltre, la perdita (assenza) di eterozigosita (LOH/AOH) ha impostazioni di filtro di 3
Mb. Le prestazioni del test non sono state valutate per LOH al di sotto di questa
impostazione. Il CytoScan Dx Assay non puo identificare riarrangiamenti

cromosomici bilanciati, come traslocazioni o inversioni.
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4. Risultati

In seguito alle CMA effettuate, nei casi 2, 3, 8 e 10 non sono stati evidenziati
riarrangiamenti cromosomici sbilanciati dando esito negativo visto il quesito clinico.
Non sono state considerate nell’interpretazione dei risultati variazioni del numero di
copie di quei loci noti come siti benigni e regioni non contenenti geni noti alla data
della refertazione.

Nel Caso 1, I’analisi ha evidenziato la presenza di:

- un cromosoma X sovrannumerario, compatibile con un quadro di Sindrome di
Klinefelter, confermata, successivamente, mediante analisi del cariotipo;

- una microduplicazione sul braccio corto del cromosoma Y, nella regione p11.2, della
grandezza di 168 kb, comprendente i1l gene OMIM PCDH11Y (* 400022). Secondo 1
dati attualmente riportati sul database ClinVar
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), duplicazioni di questa regione sono da
considerarsi come Varianti a Significato Incerto.

Nel Caso 4, I’analisi ha evidenziato la presenza di una microduplicazione sul braccio
lungo di un cromosoma 21, nella regione q22.11q22.12, della grandezza di 190 kb,
comprendente i geni MORBID KCNEI (*176261) e KCNE2 (*603796) e il gene
OMIM RCANI (*602917). In base ai dati presenti in letteratura, attualmente tale
alterazione risulta classificata come variante a incerto significato (VUS), non
utilizzabile a scopo clinico.

Nel Caso 5, I'analisi ha mostrato la presenza di una regione con perdita di eterozigosita
(LOH) sul braccio corto di un cromosoma 20, nella regione pl12.3p11.23, della
grandezza di 11,513 Mb. Tale risultato potrebbe suggerire la segregazione di una
condizione recessiva da approfondire con altra tecnica di genetica molecolare.

Nel Caso 6, la CMA ha messo in evidenza la presenza di una microdelezione sul
braccio lungo di un cromosoma 22, nella regione q11.21, della grandezza di 108 kb,
comprendente 1 geni OMIM GSTTI (*600436), DGCRS5 (*618040), DGCR?2
(*600594) e il gene MORBID PRODH (*606810) corrispondente in parte alla regione
della Sindrome da delezione 22q11.2. Tuttavia, in base alle conoscenze attuali, tale
alterazione ¢ classificata come Variante ad Incerto Significato* e, pertanto, non &
possibile correlarla con il quadro clinico della paziente. Tale risultato ¢ stato

confermato mediante tecnica MLPA presso lo stesso laboratorio.
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Nel Caso 7, sono state evidenziate:

- Una microdelezione sul braccio corto di un cromosoma 2, nella regione p16.3,
della grandezza di 71 kb, comprendente il gene MORBID NRXN1 (*600565);

- Una microduplicazione sul braccio corto di un cromosoma 16, nella regione,
pl1.2, della grandezza di 738kb, corrispondente alla regione della Sindrome da
microduplicazione 16p11.2.

Infine, nel Caso 9, L’analisi ha evidenziato la presenza di una microduplicazione sul
braccio corto di un cromosoma 16, nella regione p13.11p12.3, della grandezza di 2.978

Mb corrispondente alla regione della Sindrome da microduplicazione 16p13.11.
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5. Discussione

Il punto cruciale dell’utilizzo della CMA in pazienti affetti da epilessia ¢ la grande
difficolta, in primo luogo, di discernere i vari tipi di epilessia anche da un punto di
vista genetico. Inoltre, & importante sottolineare la correlazione tra le convulsioni
epilettiche e i disturbi neurologici di cui il paziente puo essere affetto: ad esempio, ¢
stato dimostrato che le persone che presentano un disturbo dello spettro autistico hanno
una maggiore probabilita di riscontrare episodi di crisi epilettiche durante la loro vita
fino al 60% in piu rispetto ai non affetti (Tuchman, R. et al., 2010). In questo lavoro ¢
stato posto come obiettivo la dimostrazione dell’efficacia della CMA nei pazienti
affetti da epilessia e di quanto sia d’aiuto nella diagnosi e nella potenziale terapia
seguente. Non ¢ possibile, tuttavia, fare un calcolo della detection rate della metodica
in quanto 1 pazienti presi in esame non permettono quantitativamente una stima. Il lato
negativo dello studio ¢ stato il grande campo clinico preso in esame, ovvero 1’epilessia,
che presenta centinaia di aspetti diversi, dal punto sintomatologico, diagnostico e
soprattutto genetico. Quest’ultimo ¢ ampliato ancora di piu dalla grande capacita di
detection della CMA, che produce un’enorme mole di risultati, in quanto segnala sia
alterazioni benigne che non benigne. Da segnalare tra le possibili problematiche
dell’analisi ci sono sicuramente le VUS, che sono un risultato significativo ma non
concludente 1’indagine, in quanto vanno documentate e riclassificate dalla letteratura
scientifica man mano che la ricerca amplia le conoscenze scientifiche. Nel Caso 1 e
nel Caso 7 sono state documentate piu di una alterazione cromosomica, esempi
lampanti di come la diagnosi genetica pud dare una spiegazione dettagliata alla
diagnosi del paziente. Il riscontro positivo utilizzando la CMA ¢ sicuramente il
risultato esaustivo comprendente non solo le CNVs ma anche la perdita di eterozigosita
(LOH), come nel Caso 5. Quattro pazienti sono risultati negativi alla CMA, ma questo
non significa che non verra data una spiegazione delle manifestazioni cliniche
dell’epilessia, in quanto esistono tecniche, prima tra tutte ’'NGS-ESOMA, che
completano 1’analisi in quanto studia porzioni piu corte del genoma.

Una corretta diagnosi ha un’importanza cruciale per la terapia, in quanto indirizza il
paziente presso un accertamento genetico, per capire le cause molecolari che possono
essere utilizzate come target di un futuro approccio diagnostico/terapeutico. Al giorno

d’oggi la targeted therapy viene gia utilizzata in molti ambiti clinici e 1’epilessia non &
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da meno, un esempio classico ¢ 1’utilizzo di una dieta chetogenica. Viene prescritta per
il trattamento della sindrome da deficit del trasportatore del glucosio 1 (GLUT1): in
questi pazienti 1'assorbimento del glucosio nel cervello (e quindi il metabolismo ad
esso correlato) ¢ compromesso per via della mutazione di SLC2AI. La dieta
chetogenica, povera di carboidrati, fornisce ai neuroni una fonte alternativa di energia
sfruttando per lo piu i grassi, in modo tale da non risentire di questa alterazione
congenita (Isom L.L. et al., 2021). Ci sono notevoli sviluppi nella ricerca scientifica
per quanto riguarda la gene-based therapy, utilizzando vettori virali come lentivirus ed
adenovirus, la risposta al trattamento ¢ efficace ma sono in corso studi sulla

modulazione del sistema immunitario, il grande limite di questo approccio (Foldvari,

M. et al., 2016).
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6. Conclusioni

Nello studio ¢ possibile notare 1’efficacia della CMA nell’analisi delle alterazioni
cromosomiche in pazienti affetti da epilessia. Nonostante la letteratura scientifica al
giorno d’oggi non ¢ aggiornata al tal punto da utilizzare la CMA come principale
tecnica di riferimento diagnostico, ¢ un’ottima scelta per completare il percorso del
paziente che necessita di scoprire la causa scatenante della sua patologia. La CMA puo
essere utilizzata in molti ambiti diversi, in quanto studia interamente i cromosomi
umani e mette a nudo aberrazioni genetiche che con altre tecniche rimangono
invisibili, come il cariotipo e il sequenziamento. La maggior parte dei pazienti affetti
da epilessia idiopatica, soprattutto in eta pediatrica, scopre la causa grazie ai test
genetici. Come si puo notare da questo studio, in 10 pazienti con epilessia idiopatica
solo quattro sono risultati negativi alla CMA; questo non significa necessariamente
che la causa non sia genetica, in quanto ci sono alterazioni non visibili con questa
tecnica. Tuttavia ¢ possibile ridurre 1’utlizzo di tecniche piu costose come, I’'NGS a
pochi casi. Nei sei pazienti risultati positivi, sono state trovate tre VUS, ovvero
variazioni di significato incerto, che sono molto frequenti come risultato della CMA.
Infine, in tre pazienti sono state osservate tre diverse alterazioni: il Caso 1 presentava
un cromosoma X sovrannumerario, compatibile con un quadro di Sindrome di
Klinefelter: sin dalla scoperta citogenetica della sindrome di Klinefelter (XXY), questa
patologia ¢ stata associata ad una maggiore frequenza di crisi convulsive in pazienti
pediatrici (Taki H. et al., 1969). Nel caso 7, una microduplicazione sul braccio corto
di un cromosoma 16, nella regione, p11.2, della grandezza di 738kb, corrispondente
alla regione della Sindrome da microduplicazione 16p11.2. Tale regione ¢ accomunata
dalla letteratura scientifica da molti anni ad un quadro di crisi epilettiche (Leone, R. et
al., 2024), cosi come per il caso 9 in cui ¢ stata segnalata una microduplicazione sul
braccio corto di un cromosoma 16, corrispondente alla regione della Sindrome da
microduplicazione 16p13.11 (Epi4K Consortium, 2024). In questi casi il paziente ha
ricevuto una risposta definitiva dall’analisi genetica che completa la diagnosi medica
precedentemente effettuata dal clinico. In definitiva, la CMA ha tutte le carte in regola
per essere utilizzata anche nel prossimo futuro come tecnica molecolare per la
valutazione eziologica dell’epilessia. Con 1’aggiornamento continuo della letteratura

scientifica tramite le nuove scoperte si possono andare a diminuire drasticamente i
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risultati incerti (VUS), ovvero il piu grande limite della CMA, migliorando la resa

diagnostica.
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