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INTRODUZIONE

Capitolo primo

INTRODUZIONE

1.1EPILESSIA POST TRAUMATICA

1.1.1Br eve storia dell 6epil essi a

La parola epilessia deriva dal verbo gracé s a U ¢ (épitasthanedh che

S i g n iedsarecsapraffatti, essere coltistirpresa .

Tale definizione sintetizza perfettamente i caratteri fondamentali della crisi
epilettica, che si mani festa all 6i my
solitamente a ripetersi, senza che colui il quale ne & affetto, possa opporvisi.
Proprio perqueste sue caratteristiche di imprevedibilita ed inspiegabilita
I'epilessia anticamente veniva definita morbo sacro, ed era ritenuta essere
causata dall'azione di forze maligne della natura o da divinita avverse. Anche

le cure utilizzate per trattare irfemeni epilettici erano quindi legate alla sfera

divina o trascendente. Tra i piu antichi rituali di guarigione utilizzati in Grecia

va ricordata | a Apratica dell i ncubaz
veniva fatto dormire sopra una lastrapdi et r a n el tempi o do
del | 6arte medi c a. Di fondament al e i

della luna piena sulla ricorrenza degli attacchi epilettici. Ulteriori trattamenti
prevedevano l'utilizzo dei semi e delle radici della peatada polvere delle

ossa di cranio e del sangue umano. Plinio il Vecchio nei suoi scritti ha
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riportato I'usanza di cospargere di sangue umano la bocca di un epilettico o di
fargli succhiare il sangue che usciva dalla bocca di un gladiatore morente per
trame risultati terapeutici. Ippocrate di Kos, con il suo trattato sull'epilessia
dal tDe Marlo &acrd |, fu 11 primo grande aut
i carattere sovrannaturale dell 6epi |l
origini di tipo ereditario ed embriologico, connesse con una malformazione

del cervello, indicando, per la prima volta, il sistema nervoso come sede di
tale malattia e di tutte le malattie mentali. Gli studi e le osservazioni
sull 6epi |l essi a s ub tasi,per poi riabbradciarelg ®si p e r

demoniaco- trascendentali durante tutto il Medio Evo, riportando di fatto la

medicina in epoca p#ppocratica. In questo periodo gli epilettici erano

considerat. Apossedut. dal deguasto i 0 0O
fece s3 che si di ffondessero ovunque
spesso provocavano | a morte dell 6amr

condizionasse completamente il trattamento di questi particolari pazienti.

Non era infrequenténoltre che donne epilettiche rimaste incinte venissero
sepolte vive con la propria prole, e che gli uomini fossero castrati. Con queste
credenze e Aapprocci terapeutici o si
prima e in seguito Jackson gettarono le @i la moderna concezione

dell'epilessia. Quest'ultimo in particolare nel 1861 intui, grazie ad un'attenta
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osservazione clinica che | a crisi
occasionale, improvvisa, eccessiva e rapida, localizzata nelle cellule nervose
dell a materia grigiao. Bi sogn, , COomur
per assistere all'introduzione di nuovi approcci terapeutici basati sulle teorie

di Jackson. Difatti nel 1912 Hauptmann introdusse il fenobarbitale, un
compost o ¢ o nconvulsivante intensd etpdco tassitoi

Nei primi decenni del XX secolo anche le indagini diagnostiche compirono

un eccezionale passo in avanti, difatti si deve al tedesco Berger la prima
regi strazione nel 1921 dell 6attivit?”
tecniche diagnostiche e glbprocci terapeutici si sono enormemente raffinati,
giungendo ad importanti risultati sia nella valutazione della causa
responsabile di una particolare epilessia, sia sul controllo delle crisi
epilettiche. Rimangono, comunque, aperti diversi interrogaiavitese della
fisiopatologia delle crisi epilettica sia dal punto di vista cellulare che di

circuito[1].

1.1.2Epilessia ed epilettogenesi
Loepi |l essi a B un di sturbo cerebral
predisposizione a sviluppare crisi epilditc e dalle conseguenze

neurobiologiche, cognitive, psicologiche e sociali di questa condizione.
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La definizione di epilessia richiede il verificadiialmeno una crisi epilettica

[2] [3]. Le crisi epilettiche sonbeds pr essi one di undalte
neuroni cerebrali. | neuroni sonodellule piu importantdel nostro cervello e
comunicano tra loro attraverso scambi biochimici che si traducono poi in
impulsi elettrici Quando i neuroni, per moltepligiagioni, manifestano

undattivit?’ el ettrica eccessiva, p

a)

incontrollata e sproporzionata, danno origine alla crisi epilettica, che inizia
all 6i mprovvi so e t er nipereccitgbilitd2neaonatee n o
dipende daalterazioni delle correnti ioniche che attraversano la membrana di
gueste cellule. In genere, si pensa che uno dei piu frequenti meccanismi
dell'epilessia sia lo shilanciamento tra azione inrf@to (mediata
prevalentemente dai neurotrasmettit@ABA) ed azione eccitatoria (mediata

da neurotrasmettitori come il glutammatolla membrana plasmatica
neuronale e costituita da umlayer lipidico impermeabile agli ioni. Tuttavia

gli ioni possono fluire attraverso la membrana, secondo un gradiente
elettrochimico, attraverscanali costituiti da complessi proteiciye possono
essere attivati da variazioni di voltaggio o da specifici ligand

Le pompe ioniche creano e mantengono il potenziale di ripe&b V)
attraverso il consumo di ATP, mentre le correnti ioniche che fluiscono

attraverso i canali determinaneidcambiamenti di statoTipicamente la



depolarizzazione della membrana, aleemp i o

chealorovoltad et er mi
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a seguito
neurotrasmettitore, attiva i canali del sodiael calcio voltaggiaipendenti
nano | 6i nsor gdhgaral)del
Successivamenta canali del potassio voltaggialipendentis attivano e
a me mbr ana. A segu

ripolari zzano I

numerosissimi contatti sinaptjcil segnale viene rapidamente propagato,

reclutando altri neuroni

shilanciamento delle correngiccitatorie o

in una attivita sincronizzata.

Pertanto lo

inibitorie & considerato alla base

del | 6epi[#/Jett ogenesi
Na*/K* pump Ligand-activated channels Voltage-sensitive channels
Na+) (c1) (c1- Na*) (1) (1) (Na*) (c1-) Na*) (cr) (cr-) (er) (er)
Na*)(Na®) Ca2* (Na")(Na*) Ca?* (Na*)(Na*) ca** (Na*)(Na+*) Ca** K+ K- Ca2*
Extracellular Na' » = ;
, >
+ + ~f + + + + + + + + + + + + 4+ - - -
__ s - - lI-- - - || - - - - - - ++ + +
Intracellular K* ATP— ADP*P CI- Na*
K*) (K*) [ A- K* K+ |l' A KoK (A K*) (K*) ( aA- K ( A
) N cr) T (Nav)(Na-) T
; , s N
mv 000
m T ~ Current clamp
pA Voltage clamp
.'/’-.V

Figural. Rappresentazione schematica dei flussi ionici che portano ai cambiamenti del

potenziale di membrana.

del

s
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Perché il processo di epilettogenesi abbia inizio € necessario che ci sia un
insulto iniziale. Questo sara, probabilmente, il fattemtenantedella prima

crisi epilettica.Dopo la manifestazione del primo evento criticcagia un
periodo silente (periodo latente), durante il quale il processo
dell'epilettogenesi indurra alterazioni progressive che porteranno allo sviluppo
conclamato della sindrome epiletticaratterizzato dalla presenza di crisi

epilettiche spontand®].

1.1.3Cause e possibili fattori scatenanti

Si ritiene che cause genetiche siano alla base della maggior parte di quelle
epilessie che fino a qualche anno fa venivano definite idiopatiche. Altre
epilessie (un tempo definite sintomatiche) sono dovutecava lesioni
strutturali cerebrali legate a eventi che si possono verificare in gravidanza o
durante il parto per sofferenza fetale, oppure essere conseguenti a
mal f or mazi oni del cervell o (per unoda
cerebrale), a @ di malattie infettive del sistema nervoso centrale (meningiti,
encefaliti), di traumi cranici gravi (per es. dopo incidesttadali), di tumori
cerebrali, di ictus cerebrali (soprattutto negli anziani), di malformazioni dei
vasi sanguigni cerebrafFigura 2) Esistono inoltre molti fattori esterni che

possono facilitare la comparsa, in un soggetto predisposto, di una crisi
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epilettica (Figura 2) E noto che in alcuni soggetti predisposti possono

comparire crisi epilettiche dopo stress psicofisici esige in seguito a

importanti modificazioni del ciclosonmoe g | i a .

Anche

Oecce

di alcool o il consumo di sostanze eccitanti o droghe possono facilitare la

comparsa di crisi. Nondimeno, alcuni soggsttho particolarmente sensibili

a | ffetboai stimoli luminosi, sia artificiali che naturd$].

- meningeal damage

- vascular (BBB) damage
- neuronal death (acute)
- axonal injury

T8I &

type e - genetic background
: severity - age
- gender

~ @
-
- location X\\
— 1D -
PRIMARY INJURY
(at the time of TBI)

N

(epileptogenesis)

MEMORY
IMPAIRMENT

EMOTIONAL
IMPAIRMENT

~ | RECURRENT |
SEIZURES |

WORSENING OF DRUG-
AND COGNITIVE

DECLINE A

LATENCY PERIOD

REFRACTORY |

PATIENT-RELATED FACTORS

- alcohol, drug abuse

- other ilinesses & treatments
- acute treatment of TBI

SECONDARY INJURY |
= . -

(hour y
after TBI)
- edema
- electrolyte imbalance
- excitotoxicity (Glu rek

- hypoxia, ischemia
- microthrombosis
- inflammation

Circuitry reorganization

- neuronal death (delayed)

- glial cell death

- neurogenesis

- gliogenesis

- axonal injury

- plasticity (axonal, dendritic)
- angiogenesis

| Goop seizure
CONTROL

.
-

NO
PROGRESSION

Figura2. Rappresentazione schematica dei fattori implicati nel processo di epilettogenesi.

1.1.4Epidemiologia
Léepi |

rio conosci

(OMS). E probabile inoltre che la sua frequenza sia sottostirpatahé

essi a

ut a

C 0me

del | e

mal att

ma |

a eskeree

ne.

a so%antal e d:«
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spesso | 6epilessia tenuta nRasiost a
industrializzatj| 6epi | essia 1 nteressa aqundica 1
che in Europa circa 6 mil i ofase attidai per

(cioé con crisi persistenti e/o tuttora in trattamento) e che la matda#rassi

in Italia circa 500.0000.000 ersone. Le epilessie possono colpire tutte le
eta della vita, ma i picchi di maggiore incidenza si hanndaeibini e negli
anziani (dopo i 65 anni di etajFigura 3) Nei Paesi in via di sviluppo

| i nci denz ae verasimiméreaepmadigmore, saiclse non visono

dati epidemiologici cert[5].
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Figura3. I ncidenza del |l 6epil essia sulla
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1.1.5Diagnosi e classificazione

Dal punto di vista clinico per porre udéagnosi di epilessia necessariohe

il soggetto abbia avuto almeno due crisi epilettiche a distanza di tempo
superiore alle 24 ore e che le crisi siano avvenute spontaneamenteQrtioe
siano state provocate da fattori specifici o da situazioni particolari.

In alternativa, € possibile porre diagnosegilessia qualora il paziente abbia
avuto una singola crisi epilettica non provocata (o0 spontanea) e prasenti
elevato rischio di ricorrenza di crisi epilettiche, in rapporto a specifiche
caratteristiche cliniche ed elettroencefalografidheltre, cisono una serie di
esami che permettono di stabilire il tipo di crmeanifestata dal paziente,
definire la sindrome e individuare la causa, tra cui anamnesi,
elettroencefalogramma(EEG), risonanza magnetica (RM),ormografia
computerizzata (TJ5].

In letteratura sono stati descritiumerositipi di epilessia, classificabili in
parziali egeneralizzat|2]:

1 EPILESSIE PARZIALL il focus epilettogeno interessa soltanto un
emisfero cerebrale. Possono essere ulteriormente classificate in
semplici o comfesse. Nel primo caso si caratterizzano per attacchi
leggeri, che non si traducono mai in perdite di conoscenza; al contrario,

le epilessie complesse comportano manifestazioni piu severe, sempre
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accompagnate da perdita di conoscenza (generalmieinteve duratg

e da contrazioni muscolari piu inter§ggura 4)

EPILESSIE GENERALIZZATE i neuroni che causano gli attacchi
interessano entrambi gli emisferi. Si accompagnano quasi sempre a
perdita di conoscenzassociata a manifestazioni contrattili e spasmi d

tipo mioclonico/tonico e tonico/clonicfrigura 4)

;\ r/\n{\ iy

ANAY f‘ {ﬁ\"w"‘w"

[ \”'-WWu
i

it }h\,{%ww

{
i
Wy

Y

Partial seizure Generalized seizure

Figura4. Raffigurazione della variazione del tracciato EEG nelle crisi parziali e

generalizzate in un secondo.
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1.1.6Epilessia post traumatica

Il trauma cranico TBIl: Traumatic BrainInjury) € una delle cause piu
frequenti dello sviluppo di epilessi&i stima che il 25%dei pazienti con
traumi con contusione cerebrale e il 50% di quelli con ferite penetranti che
provocano brecce duralisviluppino attacchi epiletticildo e pi lpess s i a
traumatica si distingue inmmediata, precoce e tarde s definisce
immediata quando si verificanelle prime 24 ore ddatauma cranico, precogce
guando s verifica entro | a pri,ma se
guando si sviluppa dopa brima settimana, anche a distanza di fj&@si

L'altro insieme di definizioni che deve essere tenuto in consideragergi

studi relativi & épiessia postraumatca eil grado cel TBI. La gravita del

TBI viene classificata comieve (perdita dicoscienzgermeno di 30 minti

e nessuna frattura cranicajoderato (perdita di coscienza superiore a 30
minuti e inferiore a4 ore, con enza frattura cranica) grave (perdita di
coscienza superiore a 24 ore, con contusienmgtoma o frattura deranio)

[7]. Inoltre, e stato dimostrato recentemente chambini piccolimanifestano
soprattutto crisi precoci, ma gli adolescenti e gli adulti hanno magagiori
probabilita di diventare epiléti dopo un periodo di latenza. In uno studio
che ha valutato il rischio di sviluppare epilessia nei bambini e nei giovani

adulti affetti da TBI, € stato riscontrato che il rischio di epilessia dipendeva

11
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dalla gavita del trauma e dall'eta dekzienteche, piu € elevata, piu nel
periodo post traumaah una probabilit?@ maggi or e

cronica[8].

1.1.7Epilessia post traumatica e trattamento
Lo sviluppo del | 0 egusallaenssedoradariflocsertellot r a u
L'attivita convulsiva pu0 generare ipossia, aumento intracranico della
pressione, edema cerebrale, emorragia intracranica, aumento della domanda
metabolica nel cervello ed @totossicita da glutammatél fine di prevenire
le sequele neurologiche permanenti, il trattamento del neurotrauma per quanto
riguarda lo sviluppo delle crisi, rientra in una delle due categorie: profilassi
per crisi acute o gestione della PTE, che si sono concentrati sull'uso di
farmaci antiepilettici (AD). La profilassi e attualmente raccomandata per
gravi TBI da parte dei principali comitati consultivi (Brain Trauma
Foundation e American Academy of Nelagia) per i primi 7 giorni
| farmaci antiepilettici attualmente conosciuti hanno tre principakganismi
dbéaz[d8hne

1. Potenziamento dell'azione del GARAeurotrasmettitore inibitorio del

cervella che,legandosi ai suoi receti GABA-A, GABA-B e GABA-

C, favorisce | 0i ni z ibitori dlettasmissionea s ¢ a t

12
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GABA-ergica. Pot enzi ando | 6azi one del
| 6eccitabilit”™. dei neur oni del SNC
2. Soppressione dei canali per il sadio i | meccani smo
epilettica passa da un neurone al

Inibendoli, si inibisce il passaggio deBaarica
3. Inibitori dei canali del calcioquando si depolarizza una cellula, i canali
del calcio presenti nel SNC possono favorire un attacco epilettico nelle
persone che soffrono di epilessia. | farmaci, andando ad inibire i canali
del calcio, controllanb 6 i nsor genza di crisi p o i
elettrica del cervello
Mentre ci sono prove che questi anticonvulsivi profilattici riducono le crisi
precoci, non c'é nessun beneficio dimostratolgpgrognosi a lungo termine
Nonostante i loro ussimili, i farmaci disponibili indirizzano verso percorsi
diversi. Quindi, prima di prescriverli, bisogna tenere in considerazione la
gravita della lesione, lstato del paziente, e il profilo degli effetti collateral

deve essere attentamente esamif@t{io0].

1.1.8Geni edepilessia post traumatica

Sebbene il meccanismo esatto che porta allo sviluppo dell'epilessia indotta da

TBI rimane scarsamente compreso, lo studio di numerosi geni ha suggerito

13
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che la suscettibilita allo sviluppo di questa formeepilessia sia dovuta ad
alcune modificazioni genetichd. geni coinvolti nel TBI possono essere
approssimativamente classificati in quelli che influenzano I'entita della
lesione(ad es. Citochine pre anttinfiammatorie) e quelli che influenzano la
riparazione e la plasticita (per esempio, i gemeurotrofici) [11] [12].
Un'ulteriore categoria di geni che dovrebbero essere considerati sono quelli
che influenzano la capacita cotivet € neurocomportamentale @gos TBI.

Al gi or no d o6 o g stacercasde dipttriceiire din sigmificattaals |
variabiita interindividuale osservataella previsione detfutcomefunzionale

e cognitivo a sguito diuna lesione cerebrald4] [15]. Queste variazioni
sono il risultato di alterazioni nella sequenza dHNA all'interno un
determinato gene e sono indicati come polimorfismi genétmolimorfismi
possono derivare da inserzioni o delezioni di btetti di DNA all'interno di

un gene, interf@mdo con la normale funzione dello stess da sostituzioni

di un singolo nucleotide (G, A, T o C). Quando un singoialeotide &
responsabile dellmodificazionenel DNA, viene indicato come polimosino

a singolo nucleotide o SNEIi SNP sono il tipo piu comune di variazione
genetica, che si verificeon una fequenza di 1 ogrii00-300 nucleotidi, pari

a circa 10 milioni nel genomamano [11] [13]. Un SNP puotrovarsi

all'interno della sequenza codificante di un geee quindi alterarela

14
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composizione aminoacidica di una proteina, o all'interno di una regiane no
codificante, come un promotore o un introne, influenzando I'espressione del

gene e del suo prodotto prote{d®].

1.1.8.1IL-1b

La famiglia IL-1 & composta da dueitochine proinfiammatorie, HL U e | L

1 b daein antagonista del recettore;1IRA, chesi trovano sul cromosoma 2
(2914.), e codificati rispettivamente dai geni-llA, IL 1B e IL-1RN. IL-

1RA modula la risposta immunitaria legandosi ai recettofl liche a loro

volta inibiscono le azioni di K1 U el B19L[17]. Nel sistema nervoso
centale (CNS), microglia e astrociti attitg cosi come nella periferia, i
macrofagi e altre cellulanmunitarie, sono i principali produttori di iL e, a

seguito di un trauma cranico, vi € un rapido aumett_-1, che e stato
associato a lesioni aeuroni dell'ippocampf21]. In particolare, irseguitoad

un trauma cranical tessutoesoaumenta I'adenosina trifosfato extracellulare,

chea sua voltanedia I'attivazione della microglidel CNS e la produzione e

il rilascio di IL-1 b .Stud precedent hanno raunmema t at o
dell'espressione dL-1 b , | 6at t i v aalanwreecelludrecfinocag | i al
un anno dopan TBI, suggerendo chi. -1 fpud essereonsideratain utile

marker di inflammazione cronica che facilita e perpetua il rischio di PTE

15
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[21]. La grande produzione di IL-1 b ,aumenta lipereccitabilita e
I'eccitotossicita dl CNS attraverso meccanismi caldipendenti
glutamatergici e GABAergici che potenzialmente cdntiscono
all'epilettogenesilnoltre, | idterruzione del percorso di biosintesi Idi-1 b |,
tramite inibitori dell'enzima di conversiondL-1 b (ICE / caspasd),
determina un ritardalell'insorgenza nelempo enella frequenza delle crisi

indottechimicamentd22].

1.1.8.2GAD1

Un legame comune tra la fisiopatologia associata alla TBI secondaria e la
suscettibilita alle crisepilettichee il sistema di neurotrasmissione dell'acido
gamma aminobutirrico (GABA). Il GABA € un neurotrasmettitore inibitorio
primario nel cervello e, imondizioni fisiologiche, modula il tono eccitatorio
[23] [49]. Quandoquesto equilibrio viengerturbato, possono verificarsi
convulsioni. Il GABA si forma nei terminali degli assoni GA&rgici e viene
rilasciato nellesinapsi, dove agisce in unl@i duetipi di recettori: GABAA,

che controlla l'ingresso di cloro nella cellula, e GABAche aumenta la
conduttanza di potassio, diminuisce l'ingresso di calcio e inibisce il rilascio
pre-sinaptico di altrineurotrasmettitori. Il legame con riécettore GABAA

influenza la porzione precoce del potenziale ysosaptico inibitorio mediato

16
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da GABA, mentre il legame con GABR influenza la porzione tardivi24]

[50]. | | GABA  sintetizzato a partire
del |l 6enzi ma g-teaarbaseilasi (GAD). d_a niptdita GAD
matura ha due forme: GADG67Tcodificata dal gene GAD1 e GADG5
codificata dal gene GAD2, entrambedgali sono responsabili della catalisi
della produzione di GABA dal glutammato nel cervella localizzazione
cromosomica e rispettivamente 2g31 e 10@rbve di studi sperimentali e
clinici riportano che il GABA ha un ruolo importante nel meccanismo
fisiopatologico di PTE e nel trattamento dell'epilessid: esempio, un
aumento del GABA extratlalare, in combinazione con un aumento del
glutammato extracellulare, € stato documentato in seguito a [ZHI
L'aumento dei livelli di GABA pu0 rappresentare un meccanismo di
compensazione per combattere I'eccitotossicita e l'attivita di crisi praebce

cervelloleso[26].

1.1.8.3SLC1A1

Il glutammatq € il piu importante neurotrasmettitore eccitatorid cervello
umano. In risposta ad umBIl primario, vi € un rilascio immediato di
glutammato nello spazio gacellulare e l'attivazione dei canadhici. Questi

fenomeni possono portare alla depolarizzazione ur onal e, al |l 6i
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del metabolismo cellularee a livelli citotossici di glutammato
L'eccitotossicita a sua volta, € in gradodi portare a gonfiore neuronale e
astrocitario, danno notondriale,morte cellulare e PTS immedigtoécoce.

Le convulsionicausanain'eccessiva attivazione dei recettori degli aminoacidi
eccitatori, inducendo la produzione catdipendentedi ossido nitrico e
specie reattive dell'ossgo con conseguente dara DNA e alle membrane
cellulari da parte dei radicali libef27]. Inoltre, recentistudi mostrano una
ridotta espressione@egionale del trasportatore di glutammatbe viene
mantenuta cronicamentestante nella faggostlesione ed € modificabile con
Levetiracetanj28]. Queste osservaziosiggerisconeaheuna riduzione della
clearancedel glutammato e un'eccitossicita basso livello,contribuiscono
all'epilettogenesi. Nondimeno, & variazione genetica nei geni del
trasportatore di glutammato puiredisporre gli individui all'eccitotossicita
dopo TBI. Ci sono cinque trasportatori di glutammato nel sistema nervoso
centrale umano, codificati da geni separati. Di questi, i geni SLC1Al e
SLC1A6 codificano per i traspatatori di glutammato neuronale e
trasportatori di aminoacidiceitatori (EAAT) 3 e 4. EAAT34 contribuiscono,

ma non sono i principali trasportatori responsabili dell'assorbimento
extracellulare di glutammato nella maggior parte delle regioni del cervello

(Figura 5) Tuttavia, nelle regini del cervello in cui l'espressione degli
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astrociti e limitata,quest trasportatoripossono giocare un ruoldominante
nella clearance del glutammato. L'espressiordt EAAT4 e limitata alle
cellule di Rurkinje, mentre EAAT3 & espresso a livello piit tipi di neuroni.
Oltre alla terminazione del segnale del glutammglicstudi suggeriscono che
EAAT3 e vitale per la sintesi del glutatione e del GARZ9]. Tuttavia,
I'interruzione di queste funzioni potrebbe aumentare la suscettibilitarelie
epilettiche attraverso l'eccitossicita, la diminuzione delle riserve di
antiossidanti o la riduzione della neurotrasmissione inibitoria. Ricerche
precedenti dimostrano che la variazione all'interno di SLC1A1 e SLC1A6 e
I'espressione EAAT3 / 4 aumentatansoassociate a molteplici condizioni
neurologiche tra cui la sclerosi multipla, la schizofrenia e I'epildSsia

L6 as s oc i araspodabriedel glutaanmato neuronaledéversidisordini
neurologici riflettono l'importaza dell'equilibrio eccitatm/inibitorio e
suggeriscono chealcune varianti multiple possono contribuire ai singoli

fenotipi e patologi¢27].
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Figurab. Rappresentazione schematizzata dei meccanismi di scambio ionico e rilascio di

glutammato nei neuroni.

1.1.8.4ADORAL

L'adenosina € un nucleoside endogeno costituito da un sistema purinico
(adenina) legato ad una porzione zuccherina (ribosio) attraversogualme b

N9 -glicosidica Come regol atore delle funzio
accompagnaadalmier i vat i nucl eoti di ci come A
importante neuranodulatore sia a livello del sistema nervoso centrale (SNC)

che periferico ed esplica le sue funzioni fisiologiche interagendo con quattro
sottotipi recettorialiaccoppiati a proteine :GA1, A2A, A2B, A3 Questi

recettori vengono codificati da geni diversi, rispettivamente ADORAL,

ADORA2A, ADORA2B, ADORAZ3 e collocazione cromosomitg32.1per
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ADORAL, 22q11.23per ADORA2A, 17p12 per ADORA2B e1p13.2per

ADORA3. Loampi a varibetol ogdgiciefperbVvocat a

del | adenosina con il recettore Al
recettore nell 6organismo (SNC e orga
vescica). Léat t i v aeposismapticidoesenti in tuttedet t o r |
aree <cerebrali, ma soprattutto nel | ¢

determina un effetto sedativoipnotico, anticonvulsivante, antiansia e

depri ment e | 6atti vit?’ | ocomotori a. (
neuronaledetermhn at a dal | apertura dei canal
qguel I i del Ca?z2+, che | mpedi sce | 0 e s

(acetilcolina, GABA, dopamina, glutammato e serotonina) dalleicasc

nello spazio sinapticg31]. Quest o r uoonleo dneellll6Gelsnoichii
sinaptica e risultato interessante nello studio del meccanismo di insorgenza
degl i attacchi epilettici: ~— stato o
in grosse quantita a seguito delle ripetute scariche depolarizzandéi, e |
conseguente inibizione del rilascio di neurotrasmettitori blocca la diffusione
dell a scarica epilettica. Loosservaz
protezione ha aperto quindi nuove possibilita di intervento nel controllo

del | 6epi | nsesyentealaneo neumhdlé2t. o

21



INTRODUZIONE

1.21L DNA NUCLEARE E | SUOI POLIMORFISMI

1.2.10rganizzazione del genoma

Il genoma rappresenta il materiale genetico di un individuo e contéEne |
informazione necessaria per la nascita, lo sviluppo e il mantenimento degli
organismi viventi. Costituente fondamentale del genoma € il DNA (acido
desossiribonucleico), costituito da catene complemerdatiparallele di

nucleotidi (adenina, guanina, ckma, timina)tenute insieme da legami
idrogeno e avvolte in una struttura a doppiaeld& | | 6 uomo i | DNA
lunghezza dB,3 x 10 bp (pit di due metripd & organizzato in cromosomi,

che si presentano a coppie di omologhi e il cui numero varia a seconda della
specie(Figura6). In ogni cellula somatica umana ci sono 46 cromosomi: 22
coppie diautosomi e 2 cromosomi sessuali (X e lrante la riproduzione, i
cromosomiengono trasmessi tramite le cellule germinali al nuovo individuo;

i cromatidi che compongono ciascuna coppia derivano un@® dat d i v i d u ¢
mas chi | e w&dividédodemminile. dal | 6

Di tutto il DNA, solo una piccola frazione {26) risulta codicare per le

proteine funzionali, mentre il restante-98% ha funzioni regolative e di

controll o dell despressione deil33J]geni ¢
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Figura 6. Struttura e organizzazione del DNA nella cellula eucariote.

hY

I DNA che codifica per proteine e costituito da sequenze nucleotidiche
chiamate geni, presenti in singola copia nel genoma, mentre il DNA non
codificante vieneQuesftibmilto méyi weteintei
diviso in due classi:
- DNA mediamenteripetitivo, costituito da sequenze nucleotidiche
uguali tra loro e ripetute da alcune centinaia ad alcune migliaia di volte;
- DNA altamente ripetitivo (0 DNA satellite), costituito da sequenze
ripetute, organizzate in tandem.
Queste ripetizioni in tandem sonmolto frequenti nei tratti di DNA

i ntergeni ci e all dinterno degl.i I ntr

23



INTRODUZIONE

polimorfismo a causa della variazione del numero delle unita ripetitive in un

determinatdocus

1.2.2Variabilita genetica: mutazioni e gdonorfismi

Le differenzetra un genoma umano e un altro sono il risultato della variabilita
geneticache avra a sua volta effetto sul fenotipo degli individui.

La variabilita genetica dovuta a due eventi che\serificano nel processo di
divisione dellecellule germinali (meiosi): Gassortimentoindipendente dei
cromosomi e ilcrossingover. Questi eventi fanno si chie cellule figlie
originatesi contengano un patrimonio genetico aploide divérgoloro.

UnL altra importante fonte di variabilita genedicé la mutazione, definita

come un qualsiasi cambiamento nella sequenza del DNA, e che ricopre un
ampio spettro di eventi con differenti incidenze e meccanismi molecolari. Si
parla, infatti, di mutazione sia quando il cambiamento riguarda un singolo
nucledide (sostituzioni, inserzioni e delezioni), sia quando si verificano
piccoleinserzioni e delezioni di poche basi, ma anche nel caso di inserzioni,
delezioni, duplicazioni e inversioni di regioni del DNA lunghe alcune
megabasi, despansione o contrazionel numero di elementi di DNA ripetuti

in tandem, dinserzioni di elementi transponibili, di traslocazioni di segmenti

cromosomici equalsiasi tipo di anomalie nel numero dei cromosddan
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tutte le mutazioni vengono trasmesse da una generaziotatralle
contribuiscono al cambiamento evoluzionistico: solo le mutazioni che si
verificanonella linea germinale (cellule che danno origine ai gameti, cellule
uovo e spermatozoi) verranno ereditate dalle generazioni successive, mentre
guelle che si verificanmelle cellule somatiche potranno avere conseguenze
serie,ma non avranno ruolo in termini evoluzionistici; inoltre talutazioni

per poter essere ereditate non devono eds&ak o invalidare la fertilita

d e ihdividuo [34]. Tuttavia, il problema emeegy quando si parla di
mutazioni, distinguendole dai polimorfismi. Il termine generico di mutazione

e, infatti, spesso usato quando ci si riferisce a una variazione patogenica ed e
guindi usata in contrasto con polimorfismo che descrive un cambiamento di
seqienza nel gene che non ha alcun effetto o funzimodtre mutazioni che

causano malattie sono presenti, in alcune popolazioni, con frequenze superiori
all 61% e perci, possono essere cl assi
di polimorfismo quandonella popolazioneesistono almeno due forme
alleliche e | 6allele pi% raro  pres
al | d3b]%con il termine variante, invece, e chiamato aifele con
frequenza al [34].iChissaméntegoidhélé fhe@nde%lleliche

spesso variano tra le popolazioni, una variante per una popolazione potrebbe

essere un polimorfismo per undaltra.
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1.2.3Polimorfismi a singolo nucleotide

La piu semplice forma di variazione del DNA tra gli individui e la
sostituzioneo lad el ez i on e, doun simolonnsickeotidel comua

altro (Figura 7) Questo tipo di cambiamento e chiamatsifigle nucleotide
polymorphisni’ (SNP)ed e il polimorfismo pit comune nel genofi38]. La
prerogativa affinché si possa parlare di SNRoa di mutazione € la sua
frequenza e stabilita genetica.i pu, parl are di SNP so
pi ¥ raro ha wuna frequenza mag@%.ore o
La stabilita genetica € garantita dal fatto che si stima che gli SNPs compaiano
con una frequenza di circa uno su 1.000 paia di basi (bp) in tutto il genoma e
oltre tre milioni di SNP sono stati tracciati findiz6]. Inoltre, bsogna tener

presente cheogni SNP ha due alleli( ipol i mor f i singuali bi al |

possono essere uguali tra di loro (omozigoti) o diversi (eterozigoti).

Y

N,

Y .

- } ‘u
v

—
g
&"_ —— "

Figura 7. Single nucleotide polymorphisiiSNP) che determina cha variabilita genetica

nella popolazione.
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Esistono quattro tipi fondamentali di SNPs classificati in transizioni e
transversioni. Quando una pirimidina (C o T) viene sostituita con una
pirimidina o una purina (A o G) con una purina, la modificazione viene
chiamata transizione; quando una purirenei sostituita con una pirimidina, o

viceversa, si parla drans versione (Figura 8)

NH, o)

N
N~ N\ HN | \>
Sy IS PN
N ﬁ purines HoN N H
adenine Transitions Sunnne
Transversions Transversions

v< }'

T‘H2 R Transitions T o)
fN | P
pyrimidines
NNo .
H 2
cytosine thymine

Figura 8. Schematizzazione delle transversioni e transizioni tra le basi azotate.

Cio che si € notato € che per gli SNPs questi eventi non si verificarla con
stessa frequenza: ben due terzi degl
transizioni. Questo fatto € da attribuire probabilmente al fenomeno della

deaminazione della-Bhet i ci t osi na, | a mutazi one
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[37]. Questa base azotata metl&t frequentemente trasformata in timina per
deaminazione ed e un fenomeno che si riscontra soprattutto nei di nucleotidi
CpG, noti per essere dedtotspotper mutazioni puntiformi nel genoma
umano[38]. Tuttavig si ritiene che questgemplicivariazionisiano stabili e

non deleterie per gli organismiA livello genomico, le mutazioni possono
verificarsi in qualsiasi regiones i a all dinterno di g €
intergeniche, con diversi effetti sul fenotig@econdo umeport pubblicato, il

50% degli SNP si verifica nelle regioni non codificanti, il 25% porta a
mutazioni missenso e il restante 25% sono mutazioni sjisjti Sostituzioni

all 6i nt er n mo edsere cpgsa di malattis sdpéndi importante

conoscere gleffetti di tali cambiamentiUna sostituzione cheon altea la

codifica di un aminoacido € onosci ut a C 0Ome Ansi |l en:
Asi noni mao, mentr e una mut azi one c |
aminoacido e dettd mi ssensoo0. Un c Ghentlagfoenm@me@m t o d

codone per un rainoacido in un codone di stop @ettafin e¢érens oo .
Inserzioni o delezioni di una singola base dentroezione codificante del
gene determinano lo slittamento della lettura del cogésestico frameshif}.
Questo tipo dimutazone € uno dei pitdannosi, inquanto la sequenza
aminoacidica viene completamente alterdtimtazioni al di fuori del gene

possono influire sulla sua espressione alteraattiesempio il suo promotore
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o gli enhancerso i segnali di poliadenilazionenutazioni a livello degli
introni possono modificare lgplicingd e | | §3&.N A
Si e cercato anche di teorizzare il ciclo vitale di un $8IR, individuando
guattro fasi principali perché possa esistere:
1- Comparsa di un nuovo allele variabile attraversma mutazione
nucleotidica;
2-Sopravvivenza all oéiniziale vantageg
prime generazioni;
3- Aumento sostanziale della frequenza, includendo la resistenza a
cambiamentdella popolazionge
4- Fissazione nella popolazione.
La duratadella vita di uno SNP destinato a essere fissato da un nuovoeallele

stimata 284 mila anij84].

1.2.4SNPs e applicazioni in genetica

| polimorfismi trovano applicazioni in svariati campi scientifici, infatti
vengono utilizzati nello studio dei geni, @attutto collegati alle malattie,
nella farmaco genomica e genetica delle popolazioni. La biologia molecolare
si interessa sempre di piu verso lo studio di ogni forma di polimorfismo

genetico. Léattenzione verso |ldwo var.
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nasce grazie ad alcugrandi progetti di ricerca. rini tra tutti lo Human

Genome Projectavviato sin dai primi anni ottanta, e il progetto parallelo
portato avanti dallaCelera Genomicg39]. Tali progetti hanno portato al
seqguenziamento e ad una i ni Z394d41]e ana
con la conseguente scoperta di un gran numero di variazioni stabili di un solo
nucleotide. Oggi, attraverso studi su malattie genetiche, si stanckr di
determinare con precisione quali sequenze genomiche, se alterate, possono
provocare un effetto patogenetieo non solo: dagli studi di associazione
genetica si e visto che un determinato fattore puo incrementare il rischio che

si verifichi una madttia, quindi gli individui malati presentano quel fattore

con frequenza maggiore rispetto agli individui sani.
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Capitolo secondo

TECNICHE DI ANALISI

2.1 Reazione a catena della polimerasi
La Polymerase ChaifReactioné una tecnica cheonsente di moltiplicare in
maniera esponenziaie vitro la quantita di materiale genetico necessaer
le successive analisPerché la reazione avvenga occorre avere i quattro
deossiribonucleotidi trifosfati, una DNA polimerasi e i due oligonucleotidi
(primerg [52]che servono da innesco all enz
filamento di DNA stampo, e che devono essere prdgettsintetizzati sulla
base della conoscenza, almeno parziale, della sequenza di DNA che si vuole
amplificare.l dueprimers infatti, si legano alle estremita del filamento che si
vuole moltiplicare: uno si lega al filamenforward e | 6 atewensep a |
rivolgendo ent-Oaédmberbkboesdremetr ho3del
La reazione a catena della polimerasngorocesso costituito da tre fasi che si
ripetono ciclicamentérigura 9:

- Denaturazione: i filamenti di DNA a doppia elica, sottoposti a

riscaldamento, si separano in filamenti singoli;
- Annealing i primers si legano alle regioni loro complementari dei

filamenti di DNA denaturati;
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- Allungamento | a pol i mer asi catali z
deiprimerslegati, utilizzando come stampo il filamengngolo di

DNA.

Il n questo modo | 0 a tamdt astume anzandamento d e |

esponenziale, ad eserapion 10 cicli si otterranno‘®copie di DNA.

DNA a doppio filamento
con sequenza da replicare

5! o—3
- 3 e ——— & *

. !

=]

-§ P“me:'::=1= separz}zione del f%]an}enti ==t:=piimer

g I e appalamento del primers |

B “ L

Q [————N g i Drimers |

oe— "\ allungamento dei primers o \_

= = i = e

5 —————— = —— | ™=

= | | | |

o ——T] [— et [~ | R ——

r 3 y . %

o) = [ — s o ] — | —~ e = =2 B = | == e |
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Figura9 Rappresentazione schematizzata dell a
dei <cicli, aumenta | 6amplificato in mani er a

a disposizione.

Uno svantaggio della PCR  che | a 7
correzione di bozze, ci o -5mancpae rd ecluli

32



TECNICHE DI ANALISI

bassa frequenza, possono venire introdotti errori nelle copie di DNA. I
probl ema principale  posto da =errc
quantficati tramite tasso di erroreucleotide/ciclo, cioé la probabilita che ad

ogni ciclo possa essenecorporato un nucleotide errato. Per quanto riguarda

la Taq polimerasi tale tasso & d2@ x 10° [42].

Léenor me vantaggi o di ng fattoscheasi possononi c a
ottenere grandi quantita di DNA amplificato a partire da quantita molto
piccole di DNA di partenza (picogrammi).

La PCR, inoltre, puo essere effettuata anche in multiplex, cioe piu sequenze
possono essere amplificate contemporaneamente partendo da singole

molecole di DNA.

2.1.1 Hot Start PCR

La tecnica della Hot Start PCR sivale di una Taq polimerasi che richiede

una Apartenza a cal doo. La Hot StartT
infatti un enzima ricombinante inattivo a temperatura ambiente. La sua
attivazione avviene solo dopo un iniziale incubazione a 95°C per A&timi

[44] [45]. Questa caratteristica consente di diminuire drasticamente la
possibilita di formazione dei prodotti aspecifici di appaiamentopdeners

lungo le sequenze target e i dimeri trarimers stessi a bassa temperatura.
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Inoltre, il buffer di anp | | fi cazi one gi ” pronto a
(NH,),SO, e Mg, garantisce le condizioni di stringenza adeguate. In
particolare, | 6aumenf'aund/adrelda3 mMpsnéc e nt I
di mostrato u t anhealing dee primess ialu@N& rstampd

contemporaneamente stabiMdlzzare | 6att

2.2 Elettroforesi

Per ottenerda separazione fra le varie molecole presenti nella misdela
ampliconi prodotti dalla reazione di PCR sfrutta la proprietélel DNA di
possedere una carica negativa sui grupsifato dello scheletro di cui €
costituito:in presenza di un campo elettrico gli ioni vengono attirati dal polo
di carica opposta, quindi nel caso degli acidi nucleici, dal polo positivo.
DNA presenta perdana carica negativa per ogni unitaucleotidica, con una
distribuzione uniforme di carica per unit@li massa; la forza del campo
elettrico esercitata su molecole di dimensioni differenti sarebbe quindi la
stessa, peguesto motivo per il processo dlettroforesi si usano setacci
molecolaricostituiti da matrici porose al fine di separare le molecole in base
alla loro lunghezzd53]. Queste matrici sono costituite da gel o soluzioni
polimeriche che consentoratie molecole corte di muoversi prapidanente

attraverso i porirallentando invece quelle di dimensioni maggi®wichéil
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movimento di cariche attraverso un campo elettrico genera cdleporta a
modificare la viscositalella matrice polimerica, alterando cosin®bilita
elettroforetica dlla molecola, delettroforesi deve essere condotta un
sistema in grado di dissiparlo. Per questapparecchiatura costituita
essenzialmente da tre componenti principali: un alimentatbeegenera una
differenza di potenziale, un mezzo di sepanagja cui poridevono essere di
dimensioni idonee alle molecole dapararee un termostataghe permette |l
controllo e la regolazione della temperatyfagura 10. La conduzione
uniforme e regolare della corrente attraverso il sistema elettroforético
garantita da tamponi di corsa (soluzioni saline a bassa ifumza), grazie al
movimento dei propri ioni che migrano insieme a quelli del camd@4ie

La velocita di migrazionedei frammenti édirettamenteproporzionale alla
carica dello ione e alamp elettrico applicato e inversamermmporzionale
alle sue dimensioni e alla viscositi&lla matrice porosasata come mezzo di

separazione.

soluzione tampone  frammenti di DNA gel di agarosio

f gt

elettrodo elettrodo
e i frammenti di DNA piccoli @
(CATODO) avanzano nel gel di piu (ANODO)
di quelli grandi
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Figura 10 Struttura di una camera elettroforetica: i frammenti di DNA, di carica negativa,
vengono attrii dal polo opposto e migrano ad una velocita inversamente proporzionale

alla loro lunghezza e dimensione.

2.2.1 Elettroforesi su gel di agarosio

Questa tecnica di elettroforesi si sviluppa su un gel di agarosio al 2%. Come
suddetto, ligel funge da setamio, essendo costituito da una rete di pori, i quali
consentono di separare le molecole in base alla loro grandezza: quelle piu
piccole attraversano piu velocemente i pori rispetto a quelle piu grandi, quindi

si avra una separazione in funzione della e&o L'agarosio e

un polisaccariddineare e neutro formato da unita digalattosioe di 3,6-
anidrcL-gal att osi o | egate alternativamen
zucchero solubile in acqua atlmperatura di ebollizionementre diventa

solido man mano che si raffredda, formando una matrice attraverso dei legami

a idrogeno tra le catene linedB4] [55] [56]. Léagarosi o  n
utilizzato per la separazione di frammenti di acidi nucleici aventi dimensioni
tipicamente comprese tr&00 bp a 20 kb circa. Per consentire la
visualizzazione degli acidi nucleici migrati si possono utilizzare diversi tipi di
coloranti; quello piu usato in assoluto étillio branuro (Figura 13 [57].

Questa molecola planare istercalatra le basi dell'acido nucleico a doppio

filamento, ed emette Iudkiorescente quando irradiata coluce
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ultravioletta(300 nm). L'etidio bromuro pud essere aggiunto direttamente al
gel (la velocita d migrazione si riduce del 105%), al campione, o,

alternativamente, dopo I'elettroforesi.

Figura 11 Tracciato elettroforetico con etidio bromuro visualizzato attraverso la luce

ultravioletta.

2.2.2 TapeStation

Questa tecnica permette di separafeammenti di DNA precedentemente
amplificati su un sistema di elettroforesiutomatizzata e ne calcola la
quantitd E richiesta una preparazione d2NA molto ridotta e il si,ema
separa e analizza ciascun campionempi di analisi di 22 minuti.La corsa
elettroforetica avviene sdi una ScreenTap@-igura 12) costituita da una
camera tampone situata nella parte superiore del canale che contiene tamponi
ottimizzati per la separazione efficace di frammenti di acudclaici o

proteine e dagli elettrodi integrati che applicano una corrente elettrica alle
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estremita del dispositivo ScreenTape, eliminando la necessita di ulteriori

apparecchiature per elettroforgsi].
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Figural2 Dispositivo ScreenTape P200.

| risultati delle corse vengonanostrati sotto forma di un grafice di

un'immaginedel geldi agarosp in alta risoluzione (Figura 1.3
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Figural3. Gel in agarosio ad alta risoluzione e grafico relativo alla corsa elettroforetica dei

campioninella TapeStation.
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2.2.3 Elettroforesi capillare

La tecnica prevede la separazione di frammenti di DNA (di carica negativa) in
base alle I oro dimensioni, grazie al
Anodo e Catodo, che li fara migrare verso il pptsitivo del sistema (Figura

14) . Tutto ci S i verifica alldintern

5

che conferisce la corretta flessibilita.

Sistema di acquisizione dati

Capillare

Catodo Anodo

9,

Rivelatore

Contenitori buffer

Alimentatore
alta tensione

Figurald. Sc hemati zzazi one dell e componenti d

La migrazione dei frammenti & seguita rilevando le emissioni in fluorescenza

a differentil unghezze doéonda deopodilvieaesai tfe
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provocata da umaser. Le emissioni vengono raccolte ed analizzate da una
camera CCD dharge coupled dew®, che elabora i diversi segnali di
fluorescenza con elevata sensibilita. La sequenza delle bande di DNA marcato
dai quattro fluorocromi viene visualizzata in un grafico denominato
elettroferogramma, caratterizzato da una successione di picchi di quattro
colori diversi, che corrispondono alle emissioni fluorescenti dei diversi
fluorocromi(Figural5), man mano che i vari frammenti di diversa lunghezza
nucleotidica raggiungono, durante la corsa elettroforetica, la posizione del

rilevatore (letectoy [58].

[ 11 1]\ \ i\ Y\ \ lr‘l‘\ | \ \
| O LYY I LYY AERRLMANES 111}

Figurals. Elettroferogrammai un frammento nucleotidico sequenziato.
In rosso sono riportate le timine, in nero le guanine, in verde le adenine ed in blu le

citosine.

2.3 Il sequenziamento del DNA
La determinazione della sequenza nucleotidicabi¢A e lo strumento di
eccellenza per |1 o6individuazione e <cal

la determinazione della sequenza del DNA sono stati sviluppati alla fine degli
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anni 070 e hanno rivoluzionato | a sc
metodi di sequenziamento del DNA descritti nel 1977 si differenziano
considerevolmente nel principio: il metodo enzimatico di Sanger o
terminazione della catena con dideossinucleotidi coinvolge la sintesi di un
filamentodi DNA da uno stampo a singolo filamto da parte di una DNA
polimerasi; il metodo di Maxam e Gilbert, implica la degradazione chimica

del DNA originale [46]. Entrambi i metodi producono popolazioni di
frammenti nucleotidici marcati radioattivamente che iniziano in un punto
fisso e terminanm punti che dipendono dalla collocazione di una particolare

base nel filamento di DNA originale. Tali frammenti possono poi essere
separati tramite elettroforesi su gel di poliacrilamide e la sequenza
nucleotidica puo essere ricostruita direttamenterd@w@ ut or adi ogr af i
Sebbene entrambe le tecniche siano usate ancora oggi, il metodo di Sanger
costituisce | agoldestandariicpar laddétermirazione di e (
sequenze nucleotidicljé7] [60]. Questo processo e stato semplificato grazie

ai continui progressi tecnologici: la reazione e stata ciclicizzata mediante la
PCR e moderne e innovative strumentazioni di elettroforesi capillare
congiunte all 6i mpiego di fl uorocr omi
aut omat i z z ab inédel dat@6]. Negé ultipnraani, ka necassita

di sequenziare genomi di grandi dimensioni a costi e tempi ridotti, ha
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innescato lo sviluppo di huovecniche di sequenziamento automatizzato in

grado di soddisfare queste richiegtd]. Per sequenziament genetico di

nuova generazioneNext generation sequencindGS) si intende, pertanto,

| 6i nsieme dell e tecnologie di seqguenz
comune lecapacita di sequenziare, in parallelo, milioni di frammenti di DNA
Questetecnologie hanno segnato una svolta rivoluzionaria pesibilita di
caratterizzare genomi di grandi dimensiogpetto al metodo di
sequenziamento del DNA di prima generazione (sequenziamento Sanger),
grazie alla potenzi addutd di anaisi, unp quardita r r e,

di informazioni genetiche milioni di volte pgrandeg46].

2.3.1 Sequenziamento di Sanger

Il sequenziamento di Sanger € un metodo enzimatico che si basa sull'utilizzo
di nucleotidimodificati per interrompere la reazione di sintesi in posizioni
specifiche. | nucleotidi dideossitrifosfato (ddNTPs) sono molecole artificiali
corrispondenti ai nucleotidi natli, ma si differenziano per l'assenza
delgruppo idrossilicsul carbonio 2' e 3' della molecola (Figd&).

A causa della loro struttura, impediscono che il nucledigeessivo si leghi

ad essi, in quanto non possono formagami fosfodiesterigiterminando la

reazione di sintesi.
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'._H_ﬂ":Hz 0 Base ""‘ OCH, 0 Base
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dideoxynucleotide (ddNTP) deoxynuclectide [dNTP)

Figural6. Struttura molecolare dei d\¥Ps e dei ddNTPs.

| nucleotidi modificati (ddNTPs) o ilprimer devono essere marcati
(radioattivament® perfluorescenzain modo da poter visualizzare le bande
dei frammenti di DNA neosintetizzato coaléttrofoesi

Il campione di DNA da sequenziare viene distribuito in quattro reazioni
separate, ognuna delle quali contienddNA polimerasie tutti e quattro

I deossinucleotid{dATP, dCTP, dGTP, dTTP). Ad ognuna di queste reazioni
viene poi aggiunto solo uno dei quattro nucleotiieossi (ddATP, ddCTP,
ddGTP,ddTTP) in quantit&techiometricamentaferiore per permetterena
allungamento del filamento sufficiente per I'analisi. Questo da origine ad una
serie di frammenti di DNA di lunghezza diversa interrotti in gpondenza
dell'incorporazione del dideossinucleotide, che avviene casualmente quando
esso e utilizzato dalla polimerasi in luogo di un nucleotide deossitrifosfato
[59]. Attualmente e possibile confluire le quattro reazioni distinte in una sola
utilizzando i quattro ddNTPs marcati con molecole fluorescenti in modo

diverso tra loro (Figura?).
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Strand to be sequenced

%g«mﬁiﬁ?ﬁ

Figura 17 Raffigurazione schematica delle fasi del sequenziamento di Sanger a partire dal

templatea singolo filamento.

| BigDye® Terminator sono strutturalmente costituiti da una fluoresceina
donatrice (generalmente lac@rbossifluoresceina detta anch&4M) che si

lega attraverso utinker a una diclorodamina (dRodamina) accettrice. La
fluoresceina all o6i nt er nad ecathzioree dedt r unmn
raggio laser e la trasferisce attraversiinker a una delle quattro dRodamine
accettrici. Queste ultime, una volta eccitate, emettono luce a diversa

l unghezza déonda dando origine a g
caratteristia di una specifica base: adenina in verde, guanina in nero, timina

in rosso e citosina in blu (Figura 1[B1].

44



SCOPO DELLATESI

Capitolo terzo

SCOPO DELLATESI
Questo studio ha | 6obiettivo di val L
proteggano o favoriscano le convulsioni pwatimatiche, attraverso lo studio
dei polimorfismi a singolo nucleotide (SNPs) espressi da alcuni geni coinvolti
nel |l 6equindlelbXb ,o GAD¥, o SLC1Al, AlAR.
| trasportatori di glutammato (SLC1A1) gestiscono i livelli di glutammato e la
neurotrasmi ssione eccitat olessimche @ son

trauma cranico. & studio vuole indagare se la variazione nelegg€LC1AL

sia associata ad epilettogenesi acceleeataal | 6 aument o del r
dopo TBI.

|l nol tr e, dat o il ruol o del |l adenosin
determinare se l a variabilit?@ all 6i

fiancheggante € associata allo sviluppo di PTiB una popolazione con
trauma cranico. Aaloghe indagini sono state effettuate anche sui gehibL e

GAD1 perconfermarees cl uder e | 6associazione coc
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Capitolo quarto

MATERIALI E METODI

Il programma di ricerca € strutturato in molteplici fasi analitiche che vengono
di seqguito elencate

1. Raccolta dei campioni

2. Disegnodeiprimers

3. Estrazione del DNA

4. Amplificazione degli SNPs in singolo

5. Quantificazione deiprodotti e | | ampl i fi cazi one

6. Purificazione del DNA amplificato

7. Reazione di sequenza

8. Rimozione dei ddNTP non incorporati

9. Elettroforesi capillare

10.Analisi delle sequenze

4.1Raccolta dei campioni

Lo studio e di tipo longitudinale di coorte retrospettivo basato

s u | lofarmento di soggetti che hanno subito un trauma cranico e che hanno
successivamente manifestato delle crisi epilettibletlo specifico, sono stati
inizialmente valutati campioni prelevgbostmorteme successivamente si

provvedera alla prosecuzione dello studio su soggetti in N&ld anal i si
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genetica vengono arruolati anche individui sani, che non hanno mai
manifestato crisi epilettiche, da utilizzare come popolazione di controllo.
Criteri di indusione:

- Soggetti caucasici

- Etad compresatrail8ei 70 anni

- Tomografia computerizzata (CT) positiva per TBI

- Anamnesi negativa peattacchi precedenti al TBI

- Anamnesi negativa per familiari cepilessia
Popolazione di controllo:

- Soggetti caucasici

- Etad compresatrail8ei 70 anni

- Anamnesi negativa per pregresso trauma cranico

- Anamnesi negativa per pregressi attacchi epilettici

- Anamnesi negativa per familiari con epilessia
Criteri di esclusione:

- Soggetti minori di 18 anni

- Anamnesi positiva per pgeesso trauma cranico maggiore

- Anamnesi positiva per pregressi episodi di epilessia

- Anamnesi positiva per familiari con epilessia
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Le analisi genetiche sono state eseguite su tamponi buccali per quanto
riguarda i soggetti sani, e su campioni di sangue pa&ntq riguarda i soggetti
affetti da PTE prelevat.i ai singol.i
da 15ml. Tutti i campioni raccolti sono stati conservati in cella refrigerata a

20°C.

4.1.1 Informazione al paziente e consenso informato

Prima di esguire ogni procedura prevista dallo studio clinico, tutti i soggetti
saranno provvisti di un consenso informato e riceveranno informazioni
complete sul protocollo di studio, prima di esprimere il proprio consenso.
Inoltre verra fornita un informativa chelascera informazioni complete e
adeguate relative ad obiettivi e procedure. La ricerca verra condotta in
accordo con i principi etici fondati sulla Dichiarazione di Helsinki (64th
WMA General Assempbly, Fortaleza, Brazil, October 2013, nella
Internationd Conference on Harmonisation for Good Clinical Practice,-ICH

GCP) e in base alle norative regolatorie nazionali applicabili.

4.2 Disegno dePrimers
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Una volta acquisite per via informati¢aww.ncbi.nlm.nih.ggvle sequenze
corrispondenti agli SNPs da studiare, ci si € occupati di disegnare le sequenze
oligonucleotidiche di innesco per la reazione di amplificazione (PCR).
Innanzitutto si € andati a controllare sul silavw.thermofisher.coraventuali
coppie diprimersgia pronte, ma la localizzazione intronica della maggior
parte dei polimorfismi ha fatto si che ci fosspramersidonei soltanto per |l
polimorfismo rs1143634relativo al gene ILL b con |l ocalizzaz
Per gli altri SNPs di questiudio estato utilizzato ilsoftwarePrimer-BLAST
(www.ncbi.nlm.nih. gdprimer-blast). Di ogni regione, sono state inserite nel
programma sequenze di3@00 0 bp per dar modo al | Oe
piu possibilita di oligonucleotidi accoppiati. Il programma consente di
immettere una sequenza alla volta e successivamente scegliempie do
primerscon i parametri impostati nella seziomeP r i mer RBar amet er ¢
Le caratteristiche su cui si € cercato di porre attenzione sono le seguenti:

- Lunghezza ottimale di 280 nucleotidi;

- Quantita di nucleotidi CG (tra 20% e 80% di default);

- Evitare sequenze ripetitive di regioni contenesitietchesdello stesso

nucleotide per limitare il fenomeno dekbpping del primer sul DNA

stampo;
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- Evitare code di tre o pi¥% G o C
appaiamento scorretto su regioniriccheinG&ifce | e A1 sol e (

- Evitare la formazione di strutture secondarie che portino ad
appaiamenti interni alprimer o appaiamenti con altriprimers
special mente in 36, portando all a

- Range di Temperatura di Melting tra 58.0°C e 64.0°C,rnassimo di

differenza di 3.0°C per coppia girimers

Tutti questi parametri sono stati testati daftwareche automaticamente
scarta le combinazioni grimersnon idonee e genera le piu stabili.

Per il polimorfismo rs3828275, relativo al gene GADgrimerssono stati
disegnati mediante #oftware Primer3Plusche permette di selezionare la
regione di interesse (in questo caso la base di interesse) da includare tra
coppia di oligonucleotidiperché il software PrimeBLAST non forniva
risultati sgecifici per la sequenza immessa. Successivamente, le coppie di
primersscelte sono state ispezionate tramidalabase NCBtHbSNR per
verificare che non ci fosserBNPs con frequenza significativper la
popolazione europea nelle regioni di appaiamer@uoiesto ulteriore
controllo e stato utile in quanto la presenza di polimorfismi con frequenza

elevata nella popolazione in quelle regioni porterebbe a possibili errori di
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appaiamento traarget e primers riducendo la spéficita della reazione

(Figura 18 a-g ). Nessurmprimer presenta polimorfismi significativi.
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