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ABSTRACT

Ogagetto: Il presente lavoro descrive una nuova entita @irdi leucodistrofia e lo
studio genetico effettuato per il riconoscimentbgine responsabile.

Descrizione del fenotipo clinico:Si tratta di una nuova malattia neurodegenerativa
riscontrata inizialmente in 3 individui apparterienad una famiglia
multiconsanguinea. L'esordio € precoce e cara#tetizda una sindrome atassica
lentamente progressiva e spasticita. Successivemierngazienti presentano una
ipoacusia neurosensoriale, che evolve in una soodimpleta. Infine sviluppano una
cardiomiopatia rapidamente ingravescente, causdedelsso entro la seconda decade
di vita. La risonanza magnetica evidenzia alterazaiffuse della sostanza bianca
nelle sequenze T2 pesate. Un estensivo screenmgmetabolico ha evidenziato
unicamente un lieve incremento dei valori degliiemzpatici.

Caratterizzazione genetica: Per ricercare il gene responsabile di questa nuova
condizione clinica, é stato effettuato uno studitirdkkage. Mediante I'utilizzo di 384
primers, & stato analizzato I'intero genoma deir@andi, attraverso la tecnica del
DNA pooling, che ha consentito di selezionare 2fio@ candidate. Inserendo tutti |
primers informativi, analizzando l'intera famiglie, attraverso lo studio di analisi
dell’'aplotipo, € stato identificato il locus suldacio corto del cromosoma 1 (1p34).
Tramite sequenza diretta, sono state analizzap@riaoni codificanti di tutti i geni
presenti all'interno della regione e le loro seqeeimtroniche fiancheggianti. E’ stata
cosi trovata una mutazione puntiforme missenso, mlenata nella popolazione
generale, responsabile della sindrome. Sono s@triduati, successivamente, altri 4
pazienti, con caratteristiche cliniche sovrappdniloion legati alla nostra famiglia,
con una variante della stessa mutazione.

Parole Chiave Leucodistrofia, Atassia, Sordita, Cardiomiopagiene ADCL.



ABSTRACT

Object: This paper described a new clinical entity of lediktrophy and the genetic
study for gene’s identification.

Clinical phenotype: We reported initiallyhree patients, from a large consanguineous
family, showing a distinctive white matter diseasg,early onset, with a clinical
phenotype characterized by slowly progressive a&diabataxia and spasticity. Liver
enzymes were elevated in the patients, but extemsurometabolic studies failed to
detect any specific biochemical abnormalities. s tlisease progressed, all patients
experienced sensory-neural deafness, resulting amplete hearing loss, and
developed a restrictive cardiomyopathy after the @igl3 years and leading to death
in two cases. In the three propositi, brain MRIw&d a diffuse abnormal white
matter signal on T2-weighted images .

Genetical descriptions: Aiming at the identification of the specific genee
performed a genomewide linkage analysis in affeeted not-affected members of
this first family. Due to the high consanguinitye wnitially used the DNA pooling
method to look for the region of homozygosity. sa set of microsatellite markers
distributed along the 22 autosomes, we detectehllpi 21 candidate regions.
Extending the analysis to individual DNA from themaffected siblings, and using
additional markers, we found a likely region of hamygosity on chromosome
1p34.3-p33. We analyzed the coding sequence ankirila intronic regions of these
genes, and we found a missence mutation liablaisoléuckodistrophy. In the same
time, we analysed a second consanguineous familywhith the same clinical
phenotype was present. The sequencing of the gdloeged finding 2 homozygote
variations in gene ADCL for the 2 families.

Key-words: Leukodistrophy, Ataxia, Deafness, CardiomyopathCA. gene.



INTRODUZIONE

L’esposizione del lavoro svolto é stata organizaatzondo il seguente schema:

i. introduzione alle caratteristiche della sostanzanda (struttura, funzione,
mielinizzazione) ed alle metodiche di studio tramstrumenti diagnostici per
Immagini;

ii. breve descrizione e tassonomia delle leucodistreéignalate in letteratura. Tale
classificazione costituisce un lavoro originaleqguanto, in letteratura, non e presente
una catalogazione condivisa delle patologie delktaza bianca. La classificazione
proposta rappresenta, quindi, una scelta indivejuaperata nel contesto di questo
scritto e motivata dalla scelta di definire formenptive, in cui le manifestazioni
cliniche dominanti sono legate alle alterazionilaletostanza bianca, e forme
secondarie, in cui la sintomatologia € ricondueilaitl un interessamento sistemico;

iii . definizione degli obiettivi della ricerca;

iiii. descrizione del metodo;

liiiii . conclusioni con schema delle possibili direziohiture della ricerca

sull’'argomento trattato.



1.0 LA MIELINA

1.0.1La mielina dalla struttura alla funzione

La mielina (muelo@v = midollo), il cui nome fu inttotto da Virchow nel 1854,
una struttura spiraliforme formata dalle estensieglla membrana plasmatica delle
cellule gliali intorno alla superficie assonale.

Costituisce una delle “invenzioni” filogenetiche upirecenti nella storia
dell’evoluzione degli organismi viventi e la suamgmarsa puo essere fatta risalire
all'incirca a 400 milioni di anni fa, come testimato dalla sua presenza nei soli
vertebrati (eccettuate le forme evolutivamente pemote come |'agnathan
cyclostomata o la lampreda).

Ampiamente rappresentata sia a livello del SistBleavoso Centrale che Periferico,
dei quali costituisce oltre il 40-50% in peso sedaanielina svolge un ruolo di primo
piano nel favorire la conduzione degli impulsi resiv Alta velocita di conduzione,
preservazione delle caratteristiche del messaggoromale anche alle lunghe
distanze, ed economia spaziale, sono solo alcumi vdetaggi conferiti dal
rivestimento mielinico.

Sebbene nel passato si fosse posto I'accento salia funzione “isolante” della
mielina, negli ultimi anni e stato possibile evideme come questa non si limiti a
svolgere una mera azione meccanico-elettrica, mdegypi attivamente al
metabolismo assonale. L’alterato sviluppo del cibetetro assonale in assenza di
mielina, il ricco contenuto enzimatico della mialirstessa, il plausibile ruolo di
tamponante ionico in prossimita della superficid’agsone, nonché la funzione di
trasportatore proteico da e verso la membrana, sdooni esempi della sua
multifunzionalita.

La sua organizzazione spazio-strutturale e la sgal@re composizione (abbondanza



di contenuto lipidico e scarsa componente acqugisigjificano molte delle esclusive
caratteristiche funzionali:

Organizzazione spazio-strutturalee cellule gliali, gli oligodendrociti a livello el
SNC (Sistema Nervoso Centrale) e le cellule di Sainwnel SNP (Sistema Nervoso
Periferico), partecipano in maniera differente alstituzione della guaina mielinica;
se, infatti, ciascun oligodendrocita si mette imrmmessione con piu di 50 differenti
assoni, la cellula di Schwann partecipa alla agatine della guaina mielinica di un
solo assone. La mielina presenta un’organizzazipieamente segmentale: gli
avvolgimenti a mo’ di spirale, che le cellule gliggAi@a = colla) inviano intorno
alla fibra assonale, formano guaine unitarie di-260um di lunghezza e fra una
guaina mielinica e la successiva si determina yazis, nodo di Ranvier, a livello

del quale il rivestimento mielinico e assente (Fégl).

Figura. 1: Principali caratteristiche di un neurone

di vertebrato. Lo schema mette in evidenza le

Assone

........

diverse zone del neurone ed € possibile rilevare la

peculiare disposizione della guaina mielinica

Celula presinapica

caratterizzata  dall'alternanza di  segmenti

internodali e nodali (tratto da Kandel et al.).

| nodi di Ranvier, ricchi di canali del sodio, sooosi esposti direttamente al milieu

extracellulare, mentre gli spazi internodali préaen una bassa capacitanza elettrica



proprio a causa del rivestimento mielinico riccolididi che funziona da isolante.
L’insieme di questi due elementi motiva la condugaltatoria (I'impulso salta da
nodo a nodo piuttosto che progredire lungo la jilcle € la base dell’elevata velocita

di conduzione propria delle fibre mielinizzate (g 2).
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Figura 2: Conduzione saltatoria delle fibre
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impulse mielinizzate (tratto da Baumann et al. 2001)

Accanto all’organizzazione segmentale del rivestitnemielinico, nel senso della
lunghezza e presente una periodicita degli stedtridestimento, data dall’alternanza
di uno strato concentrico elettrondenso seguitardaoppio strato di minore densita
elettronica con una successione di 12 nm fra l'endaltro (Figura 3). Questa
caratteristica € da mettere in relazione alla adteza lipidi-proteine-lipidi che sara

precisata nella parte relativa alla sua costituizimacromolecolare.

Figura 3: Organizzazione e periodicita del
rivestimento mielinico (tratto da BarkovichJA
2005).

Composizione della mielind:a mielina e costituita, in peso secco, da un 70% d



lipidi e da un 30% di proteine e si caratterizza yne basso contenuto acquoso pari a
circa il 40% (contro lo 80% presente nella sostaygga).
Proprio il rapporto lipidi/proteine, che e caragéco della mielina, le fornisce le

proprieta isolanti ed insieme giustifica la suaquicita (Figura 4).

Figura 4: Cellule gliali e
PNS CNS struttura mielinica a livello
Schwann cell Oligodendrocyte del SNC e del SNP. Nella
figura in alto a sinistra &
presente uno schema
dell'organizzazione della
mielina nel SNP: si
evidenzia come in
corrispondenza della
porzione piu interna ed
esterna della guaina
mielinica siano presenti
zone in cui la mielina
risulta meno compatta e le
cellule gliali conservano
una piccola quantita di
citoplasma. Una certa
qguantita di citoplasma
permane anche nella parte
terminale delle lamelle
mieliniche in vicinanza dei
nodi di Ranvier (anse
paranodali o paranodal
loops). Sono inoltre
presenti una serie di incisure (incisure di Schrhahtterman) corrispondenti alle facce citoplasniegic
del rivestimento mielinico che non si sono compattaformare la linea a maggiore densita eletteonic
In alto a destra I'organizzazione della mielina BNC: un singolo oligodendrocita partecipa alla
mielinizzazione di piu fibre assonali. In bassorganizzazione ultrastrutturale della mielina e uno
schema delle proteine che partecipano alla suéwiene (tratto da Baumann et al. 2001).

a) Contenuto lipidico:

| lipidi presenti negli oligodendrociti e nella rlirea sono gli stessi presenti in altre
membrane cellulari, ma in proporzioni differentia Lmielina contiene, infatti,

colesterolo, fosfolipidi e glicolipidi con un rappo molare di 4:3:2 0 4:4:2.

I glicolipidi ed il colesterolo sono per lo piu genti negli strati piu esterni della
membrana cellulare, esposti all’lambiente extrata#) mentre i fosfolipidi sono

disposti sul versante citoplasmatico della membraaagli uni e gli altri si collocano

gli acidi grassi a catena lunga (Figura 5).



Figura 5: La mielina &€ composta da strati multipli

Adalobiabta A ARG che presentano una tipica alternanza lipidi-
MU G s WP proteine-lipidi.  Gli  strati lipidici  sono
(cytoplasm) rappresentati dalle membrane cellulari, composte
oid bilayer  TISUITTHTIRTSTRESHIIII Ad dgven dz?\ un _d(_)ppio strato di colesterolo, fos_folipidi e

T HFET R /g g glicolipidi. Una linea elettrondensa (major dense
intraperiod line g o . line) contiene la proteina basica della mielina

t ful . . .
A (proteina intracellulare connessa alla faccia

interna della membrana). Una linea a minore
densita elettronica (intraperiod line) & formata
ma}?i’n‘;e”“ %}\N dalla proteina PLP (proteolipid protein) che
(cytoplasm) 3 +2 i j° interagisce con un’altra catena di PLP presente
R nel giro adiacente della spirale mielinica (tratto
Barkovich A.J. 2005).

lipid bilayer

Gli esteri del colesterolo sono assenti ed i fogidl, che rappresentano il 40% del
contenuto lipidico totale, non presentano caratietie peculiari se si eccettua l'alta
proporzione di fosfogliceridi dell’etanolamina sotforma di plasmalogeni che
costituiscono un terzo del contenuto lipidico. Utele maggiori caratteristiche dei
lipidi della mielina € pero l'alto contenuto di ghisfingolipidi, ed in particolare di
galattocerebrosidi, galattosilceramidi (GalC) e ted derivati solfato (sulfatidi e
sulfogalattosilceramide). Sebbene non esista udelipsclusivo della mielina, si puo
ragionevolmente affermare che i GalC sono conslidesgnon esclusivi, quantomeno
tipici della mielina. Questi glicosfingolipidi foramo una famiglia complessa di
elementi che differiscono fra loro non solo permoaconcerne la parte ceramidica,
ma anche per la componente sfingosinica (18-20 iatibroarbonio) e per gli acidi
grassi a catena molto lunga, la cui biosintesi ew@iin sede microsomiale. Nella
mielina sono presenti infine gangliosidi, derivsitililati dei galattocerebrosidi, ed in
particolare i sottotipi GiMe GM,.

b) Proteine della mielina:

Le proteine costituiscono il 30% in peso seccoadaiielina e sono per la maggior
parte proteine sito-specifiche. Le forme maggioneemppresentate sono la MBP

(Myelin basic protein) e la PLP o Proteolipid Pmtécompresa l'isoforma DM20),
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che presentano un basso peso molecolare e daostiteliscono lo 80% del contenuto
proteico totale.

Un secondo gruppo di proteine, in ordine di conweaibne percentuale, € indicato col
termine generico di proteine di Wolfgram (dal nodwdl’autore che per primo ne
sospetto I'esistenza) e comprene essenzialmen@NR (2',3’-ciclonucleotide 3'-
fosfodiesterasi) e sue sottoforme.

Un terzo gruppo € quello delle glicoproteine, &aguali vanno annoverate la MAG
(Myelin associated glicoprotein) e la MOG (myelilgodendrocyte glycoprotein).

Da ultime, sono presenti nella mielina proteineatiti attivita enzimatica.

CYTOPLASM Figura 6: Organizzazione del doppio strato
(phospholipids) lipidico che, nella mielina, € composto da
colesterolo, fosfolipidi e glicolipidi in rapporto
molare di circa 4:3:2. La maggior parte dei
long chain glicolipidi (galattocerebrosidi e solfatidi) e del
fatty acids colesterolo sono concentrati nello strato esterno
della membrana, mentre la maggior parte dei
fosfolipidi (i piu numerosi dei quali sono i
plasmalogeni contenenti etanolamine) si trova
nello strato interno (tratto da Barkovich A.J.
2005).

MBP (Myelin Basic Protein): E’ la famiglia di proteine maggiormente
rappresentata a livello del SNC e comprende divess®rme che differiscono per
peso molecolare e composizione aminoacidica dedivata un processo di splicing
alternativo di un comune mRNA precursore. Iderdiecdapprima nel topo (Eylar et
al. 1971) e poi nell'essere umano (Carnegie eB@l}, sono codificate da un gene
localizzato sul cromosoma 18g22-qter formato déesetoni (10 se si contano i tre
esoni upstream chiamati Golli [gene expressed endligodendrocyte lineage], che
caratterizzano la forma proteica espressa al tivekl SNC rispetto alle forme

presenti nel sistema immunitario o all'interno desgessi neuroni) per una lunghezza
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totale di 45kb. Le diverse isoforme derivano dasdrdti alternativi e le piu
rappresentate hanno massa molecolare di 21.5,11B&14 kDa. Le isoforme di 21.5
e 20.2 kDa, che contengono il trascritto del seoordone, sono maggiormente
espresse nel corso della mielinogenesi e ricompaioelle lesioni croniche da
Sclerosi Multipla in corso di rimielinizzazione.

La subunita aminoterminale subisce modificazionstgascrizionali (acetilazione,
fosforilazioni e metilazione). Ci sono evidenzeiiatte di come la sua metilazione
possa rivestire un ruolo importante nel conferina forma compatta alle membrane
nel corso della maturazione.

La MBP € localizzata sul versante citoplasmaticikledeaembrane mieliniche (Figura
6) e si pensa che sia responsabile della line&raleiensa visibile alla microscopia
elettronica. La proteina riveste un ruolo imporganélla stabilizzazione della struttura
spiraliforme della mielina interagendo con le dagicnegative dei fosfolipidi di

membrana.

* Proteolipid proteins (PLP e DM20): Furono scoperte per la prima volta nel 1951
quando Folch e Lees evidenziarono che una certatituai proteine della mielina
poteva essere estratta dalla sostanza bianca draplitenti organici; i due autori le
denominarono proteolipid protein proprio perchéaap@no costituite da un coacervo
lipoproteico.

Rappresentano fino al 50% del contenuto proteictladeiielina; la forma
predominante (PLP) ha un peso di 25kda, mentreM@®ha un peso di 20 kDa; peso
che aumenta in seguito all'acetilazione ed al legamamite residui di cisterna, con
gli acidi palmitico, oleico e stearico.

Sono codificate da un gene localizzato sul crom@s®R2 di lunghezza pari a 15kb,

organizzato in sette esoni. Sia la PLP che la Didi2z@&engono dal medesimo gene,

12



ma 'mRNA della PLP comprende tutti e sette glilmsmentre la DM20 manca della
porzione corrispondente all’estremita 5 del tergsone, con una conseguente
delezione di 35 aminoacidi nella sequenza delléepra. La proteina presenta quattro
a-eliche idrofobiche, due domini extracitoplasmateitre domini citoplasmatici
(comprendenti le estremita amino e carbossiterminal

PLP e DM20 sembrano rivestire il medesimo ruola@hanse la DM20 é presente in
maggiore quantita nel corso dello sviluppo cerehrahentre la PLP diviene
quantitativamente predominante nel corso delladifiziazione degli oligodendrociti
e durante la mielinizzazione.

La porzione extracellulare di una proteina PLP sitenin contatto con la regione
omofilica della PLP della spirale adiacente e, grazresidui lipofilici di triptofano,
interagisce con i galattocerebrosidi. Questo patfla stretta apposizione delle
membrane delle spirali ed al compattamento deliina. La microscopia elettronica
permette di evidenziare come l'interazione dellembene determinata dalla PLP
corrisponde alla linea intraperiodica descritta.

Le mutazioni della PLP, cosi come quelle dei gatatebrosidi, determinano una
instabilita della mielina che degenerera in cooispenza della linea intraperiodica.
Nel 1993 sono state identificate due nuove prot¢Méa e M6b) che mostrano
un’identita di sequenza con la DM20 pari al 56 e4@%, suggerendo la possibile
esistenza di una famiglia di proteine omologhe.

+ CNP (2’,3-ciclonucleotide 3'-fosfodiesterasi): E’ una proteina ad alto peso
molecolare e rappresenta il 4% delle proteine defielina, sebbene la sua
concentrazione sia variabile secondo lo stadio ratw. E’ codificata da un gene
localizzato sul cromosoma 17921, formato da quatbani per una lunghezza di 7kb,

che codifica per due isoforme proteiche, CNP1 e Zi® e 48 kDa), ottenute per

13



splicing alternativo da due diversi codoni d’iniziella traduzione. Le due proteine
vengono quindi acilate e fosforilate e si associaiemembrana citoplasmatica degli
oligodendrociti dopo isoprenilazione, in particelda CNP1.

La CNP é presente nella mielina, ma anche neidogtdtori retinici. Possiede due o
tre domini di legame del GTP e la porzione carbtesninale & analoga alle proteine
GTP-binding della famiglia Ras.

La sua attivitd funzionale & sconosciuta, se sludscil dominio catalitico che
idrolizza i 2’-3'-nucleotidi ciclici a 2’-derivati(nucleotidi assenti nel Sistema
nervoso), anche se la sua sovraespressione condecenodelli animali, ad un
eccesso di mielina con formazione di vacuoli edi@guata fusione delle membrane
oligodendrocitarie. E' stato cosi supposto che IHPCsvolga una funzione di
stabilizzazione del citoscheletro mielinico e chada da regolatore degli eventi che

conducono alla mielinizzazione del SNC.

- MAG (Myelin associated glicoprotein): Rappresenta solo 1'1% delle proteine
della mielina nel SNC e lo 0,1% nel SNP. E’ codifec da un gene localizzato sul
cromosoma 19, formato da 13 esoni, per una lunghe#ale di 16 kb. Sono state
identificate due isoforme, la large MAG (L-MAG) & $mall MAG (S-MAG), di 72 e
67 kDa (100 kDa quando glicosilate), che presentandratto transmembranario ed
una regione extracellulare che contiene cinque sagnomologhi che fanno parte
della superfamiglia delle immunoglobuline. Le dseforme differiscono nel dominio
citoplasmatico e sono il risultato di uno splicalternativo dell’esone 12 dellmRNA.
Nel SNC la MAG e confinata in sede periassonalajtreea livello del SNP presenta
una distribuzione diffusa. Una differente ripadizé caratterizza anche le due
isoforme, il che fa sospettare che le due proteusdgono compiti differenti.

Numerosi sono i modelli animali sviluppati nel t&ito di definire Iattivita
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funzionale delle due isoforme proteiche, nei topiokk-out & stata evidenziata la
presenza di un collare citoplasmatico periassomae organelli citoplasmatici
all'interno delle lamelle, che indicherebbero uroddlo della formazione e del
compattamento della mielina, associati ad una degdropatia retrograda di origine
tossica. Gli studi sui topi MAG-null e mutanti LMA@anno evidenziato che la
LMAG e I'isoforma critica per il SNC, mentre la SNGAIo € per il SNP.

Per lungo tempo le MAG sono state considerate wengale recettore per l'inizio e
la progressione della mielinizzazione; in effeléi,MAG sono espresse tipicamente
dalle cellule mielinizzanti e la loro iperespresso porta ad una precoce
mielinizzazione, mentre una loro assenza causaiginiazazione. L’evidenziazione
perd di un dominio L2/HNK1 fa pensare che le MAGlgano anche un ruolo nel
processo di riconoscimento intercellulare ed irtipalare nell'interazione neurone-
oligodendrocita, come dimostrato dagli studi concanpi anti-MAG.

Da ultimo si e ipotizzato che le MAG fungano dabitori della formazione delle
escrescenze neuritiche e della rigenerazione pegirale (una proteasi calcio
dipendente taglia la MAG vicino al dominio transnieana e forma un peptide di 90
kDa solubile responsabile della demielinizzazionequanto presente in maggiore
concentrazione nella sostanza bianca dei paziééetiiala SM).

Uno studio sul ratto ha evidenziato che il domini@/HNK1 é responsabile
dell’'attivazione della Fyn, una protein-tirosin-chsi della famiglia src. La recente
dimostrazione del ruolo delle tirosin-chinasi nelldifferenziazione degli
oligodendrociti apre, quindi, nuove prospettiveicerca.

+ MOG (myelin/oligodendrocyte glycoprotein): Fu per la prima volta identificata
come parte di un antigene (I'M2) che induceva l&fatomielite autoimmune nel

guinea pig. E’ l'unica proteina in grado di scatensia un’infammazione T-mediata,
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che una malattia demielinizzante autoimmune neiattiodnimali. Codificata da un

gene localizzato sul cromosoma 6p21.3-22, € unteipep di 26-28 kDa, dotata di
domini aminoterminali appartenenti alla superfamigbelle immunoglobuline.

Localizzata sulla superficie esterna della guainlimica, si pensa abbia una
funzione nella trasduzione dei segnali provenietdillo spazio extracellulare.
Espressa nei soli mammiferi, compare tardivameisfgetto ad altre proteine della
mielina, tanto da far pensare ad un ruolo funzersalettivo per gli oligodendrociti

maturi rimanendo probabilmente inattiva nel corstbadmielinizzazione.

+ Altre proteine della mielina:

Proteine basiche di piccole dimensioni:

MOBP (Myelin-associated/olygodendrocyte basic pmteCodificata da un gene
localizzato sul cromosoma 3p22, € presente insméime, frutto di uno splicing
alternativo. Svolge probabilmente un ruolo simila MBP nel compattamento della
mielina.

P2: Proteina di 13,5 kDa € presente anche nel SW@ese sia peculiare del SNP. E’
prevalentemente localizzata a livello midollare.

Membri della famiglia delle tetraspan-protein:

Oltre alla PLP nel SNC, e alla PMP22 e Cx32 nel Salfe proteine accomunate
dalla presenza di quattooeliche transmembrana sono:

OSP (Oligodendrocyte-specific protein): Codificala un gene localizzato sul
cromosoma 3(26.2-26.3, € una proteina di 22 kDalesiatla PMP22, ed € la piu
abbondante proteina della mielina dopo la MBP @L&/DMM20 (7%). Fa parte
delle tight-junction, claudin-11, e funge da medliat nell'arrangiamento parallelo
delle giunzioni stesse.

Cx32: Recentemente identificata nel SNC, ha unoruwmlportante all'interno delle
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gap-junction.

Altre proteine minori:

Omgp (Oligodendrocyte-myelin glicoproteir@odificata da un gene sul cromosoma
17q11-12, é parte dell'introne del gene la cui roigi@e € responsabile della
neurofibromatosi tipo |. La proteina presenta upaalizzazione principalmente
paranodale.

Myelin/Oligodendrocyte specific proteiE’ una proteina di 48 kDa localizzata sulla
superficie extracellulare degli oligodendrociti.

RIP antigen:E’ una proteina tipica degli oligodendrociti e ldejuaine mieliniche.
Proteine NI-35/250Sono proteine legate alla membrana che svolgoaofwmzione
inibitoria sull'accrescimento assonale.

Enzimi oligodendrocitari:Nella mielina e stata identificata la presenzd’dBIP-
galattosio-ceramide galattosiltransferasi. Coditicda un gene sul cromosoma 4926,
costituito da 5 esoni di lunghezza >45kb, € unraazche cresce in parallelo allo
sviluppo neuronale ed alla concentrazione dellMBRei topi knock-out,
all'apparente normalita del rivestimento mielinigd,contrappone una perdita della
funzione isolante della mielina con arresto deHlaatteristica conduzione saltatoria
dellimpulso neuronale. Col passare del tempo i $opuppano tremore generalizzato
ed atassia e presentano la vacuolizzazione deltziope midollare anteriore,
dimostrando come i GalC ed i sulfatidi siano fondatali per lo sviluppo delle
regioni nodali e paranodali.

Altri enzimi evidenziati in corrispondenza dellagima sono la neuroamminidasi, la
colesterol-estere idrolasi, gli enzimi di sintesia@abolismo dei fosfolipidi, gli enzimi

del metabolismo dei fosfoinositidi, proteasi, pmothinasi e fosfatasi.
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1.0.21l processo di mielinizzazione

La mielinizzazione inizia durante il quinto mese wiia fetale a partire dai nervi

cranici, e continua progressivamente nel corsocodgliluppo. In linea generale la

mielinizzazione procede caudo-rostralmente (il ¢tmancefalico mielinizza prima del

cervelletto e dei gangli della base, e il cervedlet i gangli della base prima degli
emisferi cerebrali) ed inoltre le regioni dorsalk, prescindere dai distretti,

mielinizzano prima delle regioni anteriori (il risggmento mielinico si forma prima

nella porzione dorsale del tronco encefalico, coeée il lemnisco mediale ed il

fascicolo longitudinale mediale, che nella porziomentrale, contenente i tratti

corticospinali).

Mielinizzano prima le strutture che, nel corso a@ethaturazione, comprendono
sistemi funzionali utilizzati precocemente, e sdtpo di quelle che sovrintendono a
funzioni dell’eta piu matura. Il fascicolo longitidle, i lemnischi mediale e laterale, i
peduncoli cerebellari superiori ed inferiori, chasimettono informazioni vestibolari,

acustiche, tattili e propriocettive sono mielinizzalla nascita, mentre i peduncoli

cerebellari medi, che trasportano i segnali mabdervelletto, piu tardivamente. Allo

stesso modo i corpi genicolati e la corteccia calea(porzione ottica), la corteccia
postcentrale (somestesica) e precentrale (prompiestesica) acquisiscono Il

rivestimento mielinico prima della corteccia paaletposteriore, frontale e temporale
anteriore (aree sensitive associative).

La mielinizzazione procede rapidamente nei prime danni di vita e rallenta

successivamente, anche se fibre provenienti etelisdle aree associative continuano

a mielinizzare anche nel corso della terza e quatade di vita (Figura 7).
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Il segnale responsabile dell’'attivazione degli otigndrociti e che “indica” qual'e
'assone che debba essere mielinizzato, rimaneoscano. Gli studi su modelli
animali fanno supporre che si tratti di un compdesh segnali differenti che
collaborano all’'attivazione funzionale delle ceflugliali. Esisterebbe una sorta di
diametro critico dell'assone superato il quale Ishee attivato il processo di
mielinizzazione. L’interazione fra la proteina Nioteespressa dagli oligodendrociti,
ed il corrispondente ligando Jagged sulla superfiella membrana assonale, avrebbe
una funzione critica nell’attivazione degli oligokociti, come dimostrato
dall’'effetto della downregulation del Jagged chetgp@d un ritardo di maturazione
dei precursori oligodendrocitari. La stessa atiatettrica neuronale fungerebbe da
segnale d’attivazione del processo di mielinizzagjocome dimostrato dal fatto che
la tetrodotossina e d-tossina dello scorpione, che agiscono bloccandtivita
elettrica neuronale, ritardano la mielinizzazione.

Anche il sistema microtubulare oligodendrocitanwedobe funzione di controllo della
formazione della mielina, cosi come dimostrato Ipgproteine MAP o microtubule-

associated protein ed in particolare dal ruoloedetbteine MAP2c e fibronectina tipo
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lll. I medesimo assone si comporterebbe come patitea nella regolamentazione
dello spessore dello strato mielinico. Gli astriorifine, oltre a rilasciare fattori di
crescita e differenziazione oligodendrocitariagstirebbero un importante ruolo nella
formazione della mielina. La dimostrazione speritakndell’esistenza di una linea
unica di cellule lungo il decorso dell'assone fotanaa astrociti, interposti a 3-4
oligodendrociti in sequenza, e la presenza di gamzantercellulari fra queste cellule,
fanno pensare ad un network di interazione. Laetapi un aumento del livello di
GFAP (glial fibrillar acidic protein) nel corso d&Imielinizzazione, e la maturazione
del complesso citoscheletrico GFAP-vimentina pmpriall’inizio della
mielinizzazione, sembra confermare il ruolo degiireciti nella formazione del
rivestimento mielinico e nella sua maturazione.

Poiche il processo di mielinizzazione € strettameaipendente dalla maturazione
funzionale degli oligodendrociti € utile ricorddiiesieme di fattori, in parte locali, in
parte a carattere sistemico, che influenzano questesso:

a) Fattori di crescita (Growth factors):

= PDGF

. Basic FGF

. IGF |

. Neurotrofina-3
. GGF

. CNTF

= IL6

. TGF

= IL2

b) Neurotrasmettitori:

. Interazione fra glutammato e recettori AMPA-kainatgli oligodendrociti
. Dopamina e recettori D3
= GABA e recettori GABA

. Oppioidi ep-recettori in fase iniziale-recettori durante la formazione della
mielina

c) Gap junction fra oligodendrociti e astrociti
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d) Fattori ormonali:
. Ormoni tiroidei

. GH
. Neurosteroidi (pregnenolone, progesterone e lonvatesolfato)

1.1 METODICHE DI BRAIN IMAGING

La Risonanza magnetica (MRI), dato il suo elevatellb di sensibilitd e specificita,
rappresenta il primo strumento diagnostico utili@zanella definizione e nella
caratterizzazione delle leucoencefalopatie.

Sono numerosi i contributi che l'introduzione deM&| ha apportato allo studio delle
patologie della sostanza bianca: la possibilitdvidualizzare direttamente I'aspetto
morfologico globale e grossolano del danno cerebrabnché la possibilita di
identificare il grado, la topografia e la distriliaze del coinvolgimento della sostanza
bianca. La MRI, infatti, risulta estremamente skihsi nell'identificazione delle
alterazioni di segnale correlate alle anomalie adeflielina (ipomielinizzazione,
dismielinizzazione e demielinizzazione), per quaatoune alterazioni di segnale
siano imputabili a componenti coesistenti come edem gliosi. Alla MRI
convenzionale la riduzione del contenuto mielireclkaumento di contenuto acquoso,
che caratterizzano le leucodistrofie, determin@picamente un aumento dei tempi di
rilassamento Te T, causando rispettivamente un decremento dell’iitéeds segnale
(ipointensita) nelle sequenze; Ppesate ed un suo aumento in quelle pEsate
(iperintensita).

Le immagini in | vengono in genere utilizzate per l'identificazigui@ precisa delle
diverse strutture anatomiche e sono piu efficativimializzare piccole quantita di

mielina ancora in via di formazione (mielinizzaztonel corso dello sviluppo fetale).
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Le fibre mielinizzate appaiono, nelle immaginiy, Tchiare mentre il liquido
cerebrospinale (CSF) risulta nero.

Le sequenze jTpesate sono invece piu adatte nel visualizzareegsd patologici a
carico della sostanza bianca e, per pazienti digt@le o superiore ai 9-10 mesi, piu
utili nello stabilire il grado di mielinizzaziond.e fibre normalmente mielinizzate
appaiono, nelle immagini;Iscure mentre il CSF e chiaro

La tecnica FLAIR (Fluid attenuated inversion reagyet una sequenza Tn cui il
segnale derivante dalla componente fluida libeex, gsempio quella del CSF, e
annullata. In queste immagini il CSF appare nerentme le fibore mielinizzate sono
scure. La sostanza bianca patologica appare quammdra (iperintensa) e la tecnica
risulta particolarmente utile soprattutto nelleides periventricolari od in caso di
eventuale evoluzione pre-cistica o cistica.

La MRI ¢ inoltre particolarmente efficace nel mondre I'evoluzione del quadro
clinico, le modificazioni dell’interessamento deflastanza bianca ed anche la risposta
ad eventuali protocolli terapeutici. Da ultimo atpern e le caratteristiche specifiche
delle anomalie della sostanza bianca, nonché l&ildigione, la simmetria e
I'evolutivita del suo coinvolgimento, costituiscomaresupposti fondamentali per
identificare elementi caratteristici delle singo#ntita morbose, fornendo uno
strumento semplice, ed estremamente efficace, alnis ambito diagnostico, ma
anche per una migliore categorizzazione e defingidelle diverse patologie in
guestione.

La diffusione delle tecniche di neuroimaging, e rionanza in particolare, ha
permesso, nel tempo, di “collezionare” una quarditaeperti nettamente superiore
rispetto a quanto era stato possibile con la nstopatologia. Le valutazioni

sequenziali delle immagini MRI hanno inoltre cortgendi distinguere le forme
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progressive da quelle non progressive di malattidi, conoscere le modificazioni del
coinvolgimento della sostanza bianca dallo stadiotamatico fino a quello avanzato.
Alla MRI convenzionale, si sono succedute metodipheelaborate per permettere
uno studio migliore della composizione delle strdt cerebrali, ma anche per
suggerire eventuali deficit funzionali.

Il Diffusion weighted imaging (DWI) rappresentafatti, una tecnica di imaging a
carattere funzionale che consente, su un pianalaed| lo studio dei gradienti di
diffusione all’interno dei diversi tessuti.

In un mezzo omogeneo, come pud essere l'acquanibnieno della diffusione
rappresenta il risultato di un movimento netto dlecole dovuto alla presenza di
gradienti di concentrazione. Nei tessuti biologligrocesso di diffusione risponde a
criteri sicuramente piu complessi. Al di la dellaegenza di gradienti di
concentrazione, la diffusione dellacqua é deteat@nanche dalla pressione, dalla
temperatura, dalle frazioni di volume disponildiglla tortuosita degli spazi tissutali e
dalle interazioni ioniche, per questo si parlaitfudione apparente (AD).

Le immagini diffusion-weighted si basano, quindi) slevamento della diffusione
random (Browniana) delle molecole d’acqua (intraloncoherent motion) nei
diversi tessuti, normale od anomala, che puo esgenatizzata.

Sono due le principali elaborazioni e valutazioosgibile tramite DWI :

1) la ricostruzione delle immagini in cui & elimioal'effetto dell'anisotropia
(immagini isotrope o pesate in diffusione), cheg@o valutate soggettivamente,

2) la ricostruzione di mappe del coefficiente app&é di diffusione (ADC),
presentate mediante regioni di interesse od istagia

Nel SNC infatti la diffusione delle molecole d’a@geé maggiore lungo la direzione

dellassone piuttosto che perpendicolarmente a@ essper questo le molecole

23



d’acqua generano gradienti di diffusione che seguglh assoni secondo differenti
direzioni. Questo fenomeno viene denominato “anigia” e la sua complessita puo
essere espressa da una funzione matematica che de@ominata Diffusion Tensor
(DT). L'anisotropia € quindi altamente influenzatel SNC, dalla direzione delle
fibore e varia in presenza di alterazioni patologichhe interessano le stesse
(demielinizzazione, perdita assonale o rimielinizaae). Le immagini Diffusion
Tensor permettono di misurare, da una parte, te&mtella diffusione delle molecole
d’acqua nei tessuti tramite il valore della difftigsh media (mean diffusitivity o MD)
e, dall'altra, i gradienti direzionali della difiume stessa tramite l'anisotropia
frazionaria (fractional anisotropy o FA).

Lo studio di DWI e quindi impostato su questi dumefficienti fondamentali: |l
coefficiente apparente di diffusione (ADC) e l'asti®pia frazionaria (FA).

Mentre il primo parametro rileva la motilita grokswa delle molecole d’acqua nei
diversi tessuti, il secondo fornisce ulteriori dasipetto all'ampiezza dell’anisotropia
di diffusione e quindi, in via indiretta, sull'ijeéta della mielina e della sua
microstruttura cellulare. La FA, per essere anatazrichiede pero la realizzazione di
immagini Diffusion Tensor (DT) ovvero I'applicazierdi gradienti sensibilizzanti alla
diffusione almeno secondo 6 assi di orientamenterdo.

Nel SNC, in condizioni di maturita, la diffusioneslfacqua € isotropica nella
sostanza grigia e marcatamente anisotropica insipniia della sostanza bianca.
L’anisotropia della sostanza bianca e il risultd&dla pre-mielinizzazione, e mano a
mano che la mielinizzazione prosegue, I'anisotréprale ad aumentare. A seguito di
questo fenomeno, il coefficiente di diffusione agpée (ADC) tende a diminuire

nella sostanza bianca, mentre aumenta I'anisotfog#onaria (FA).
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La disponibilita di apparecchi ad alto campo coedggnti ad elevate prestazioni, ed il
miglioramento delle sequenze ad eco planare (ERJnno reso possibile
I'acquisizione di immagini per lo studio della difione protonica in pochi minuti ed
hanno aperto la strada allo studio ed alla carat@zione dei substrati patologici di
diverse malattie o lesioni.

Le sequenze maggioremente utilizzate per lo stdéioSNC sono quelle EPI con
gradienti supplementari sensibilizzati ai fenomdindiffusione su almeno 3 assi dello
spazio, come zz xx ed yy. Inoltre all'immagine asda con gradienti di diffusione,
ne viene sempre associata una di riferimento sgrachenti di diffusione attivi (b=0),
che corrisponde, appunto, allimmagine EPI pesataTd. L’elaborazione delle
informazione derivate da questa tecnica €, almergarte, standardizzata ed include
immagini in cui & eliminata l'influenza sul conttassia dell’anisotropia, che delle
sequenze J pesate. Infatti le immagini ecoplanari con tempirithssamento T
particolarmente elevati, possono “contaminare”ti della diffusione ed “emergere”
rispetto al fondo, dando l'impressione di una ridoe della diffusione. Questa
interferenza puo essere ridotta od eliminata reswo a valori db (unita di misura
convenzionale di intensita e durata dei gradiespiressa in s/mfjimolto ristretti ed a
mappe dellADC che contengono solo valori delldudifone indipendenti da,TNel
caso dell'immagine isotropa, invece, &€ necessadiiiaaare i dati derivanti dai 3 altri
assi supplementari che permettono di analizzanesbaropia frazionaria (FA), ovvero
la misura del tensore di diffusione. La valutaziatedle immagini isotrope e delle
mappe della ADC, MD o FA pud essere eseguita stggetente o
quantitativamente. | piu recenti sviluppi della odlogia utilizzano mappe di MD ed

FA analizzate mediante software quali lo StatisBarametric Mapping, che
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permettono analisi globali senza valutazioni a mprielle eventuali anomalie o
modificazioni dei parametri.

Il diffusion weighted imaging trova utili applicami nelle patologie congenite della
sostanza bianca e nelle malattie del metabolisrhe, rappresentano un capitolo
estremamente ampio della patologia pediatrica. ddgudelle immagini pesate in
diffusione variano in funzione dei meccanismi fisatologici alla base delle diverse
patologie. In generale, i processi che causano eleordposizione della mielina
provocano una riduzione dell’anisotropia, calcolatadiante il tensore di diffusione,
ed un aumento della diffusivita media legata aliggiore componente acquosa libera
in assenza di mielina. Inoltre le immagini preseataspetti peculiari, non solo
correlati al diverso tipo di patologia in analisia anche al quadro evolutivo della
stessa. Cosi, ad esempio, nella leucodistrofia aretatica in fase attiva, le
immagini in diffusione mostrano un aumento di ségmeelle zone di progressione
della malattia con un pattern “tigroide” che suggme una riduzione della diffusione
dovuta ad un edema di medio grado, mentre quandentaelinizzazione & avanzata
le lesioni appaiono ipointense in accordo con warafazione della matrice e della
sostanza bianca ed un aumento della diffusioneoigict.

La Risonanza magnetica in diffusione, grazie alle slevate qualita tecniche, ha
apportato, nello studio delle patologie della saastabianca, importanti contributi non
solo in termini di localizzazione topografica delksioni, ma anche di migliore
definizione del meccanismo fisiopatologico respbiiea | continui avanzamenti
tecnici, sia in termini di presentazione e studelalimmagini che di risoluzione
spaziale e velocita di esecuzione, fanno sperdta pessibilita di incrementare la

comprensione dei meccanismi alla base delle sing@kattie con la possibilita di
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correlare i dati della genetica con le variazionerfologico-strutturali riscontrate a
livello della componente mielinica cerebrale.

Infine, una delle tecniche piu utilizzate nello ditu della biochimica e del
metabolismo cerebrale, soprattutto per la sua d@pdiagnostica, € la spettroscopia
in risonanza magnetica (H-MRS).

La H-MRS e basata sulle proprieta magnetiche de&lente sul loro momento
magnetico. In presenza di un forte campo magnetidaiti, i nuclei tendono ad
allinearsi secondo la direzione del campo stessoses, ne viene applicato
perpendicolarmente un secondo, sotto forma di isgpa radiofrequenza, i nuclei
subiranno una deviazione che presenta uno speafigowlo di rotazione. Quando
guesto impulso a radiofrequenza viene annullatoydlei tendono a riallinearsi al
campo principale secondo una frequenza specifican édnzione dei loro tempi di
rilassamento (Te T,), inducendo una corrente in una bobina la cuingita andra
riducendosi mano a mano che il reallineamento patigce. Questa corrente indotta
puo essere registrata come segnale, chiamatorfdeetion decay (FID). Il FID puo
essere convertito in un segnale di ampiezza végiabifunzione della frequenza che
costituisce lo spettro della risonanza magnetica.

In presenza di nuclei con caratteristiche diffageappure di nuclei identici ma
differenti nella loro “organizzazione” chimico-maldare, il segnale ovviamente
cambia, consentendo di quantizzare i diversi nudetombinazioni di nuclei, che
partecipano alla costituzione del segnale stesso.

La spettroscopia in risonanza € basata sullacrjois®@ dei segnali derivanti
dall'eccitazione dei nuclei di idrogeno o protorfH). L'utilizzo dello spettro
protonico ha due grossi vantaggi: il nucleo di gioo € particolarmente stabile, e

pressoche tutti i tessuti umani contengono elegatmntita di idrogeno. D’altro lato,
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I'elevata intensita del segnale proveniente daijlec e, in molti casi, dai lipidi
presenti nei tessuti, rischia di coprire quelloverente da metaboliti oggetto dello
studio spettroscopico. Esistono per questo numeresaiche finalizzate alla
riduzione dell'interferenza, basate sulla manipioiag degli impulsi a radiofrequenza
e sui campi di applicazione dell'impulso stesspia,recentemente, di procedimenti
combinati fra impulsi a radiofrequenza e gradietdipplicazione. | metodi secondo
gradiente sono essenzialmente due: la tecnicaesumyel, in cui lo spettro é
acquisito da un singolo volume di interesse (volwhaterest o VOI), e le tecniche
multivoxel, in cui gli spettri derivano da piu vdx@ tagli multipli (multiple voxels o
multiple slices).

Le due sequenze di acquisizione spettroscopicaliffilse sono lo Stimulated-Echo
Acquisition Mode (STEAM) e la Point Resolved Spestopy (PRESS). La prima
utilizza una metodica stimulated-echo secondo dulsi@a radiofrequenza consecutivi
a 90 gradi, mentre la seconda utilizza un doppipuilso a radiofrequenza spin-echo
(90°- 180° -180°). Entrambe vengono in genereaziiie con metodica single-voxel.
Difficolta possono derivare dal fatto che lo spefrotonico € ridotto a frequenze
molto vicine fra loro ed il rilevamento e la quaztzione di specifici metaboliti
potrebbe essere estremamente complicata. A quésto owviato con numerose
metodiche come la regolazione del time echo (Tia))dng e short time, e dei tempi
di ripetizione (time repetition o TR), che deteramo effetti sul contenuto
informativo dello studio spettroscopico.

In seconda istanza lo spettro & spesso di difficlaetazione potendo contenere picchi
sovrapposti, distorsioni di segnale ed effetti wagtiidalla difficolta di localizzazione
precisa del voxel. Proprio per questo, piu che tigzare il valore assoluto dei picchi,

si tende a rilevare flapportofra le quantita dei diversi metaboliti che tendieporma,
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a mantenersi invariato. Differentemente dalla rss@a magnetica, che utilizza i
segnali per ottenere una elevata definizione anatmnla spettroscopia quindi
“sopprime” il segnale di fondo per misurare la camicazione dei neurotrasmettitori e
dei metaboliti in esso contenuti.

Le sostanze che vengono comunemente misurate $bacetil-aspartato (NAA),
creatina/fosfocreatina (Cr), mio-inositolo (ml)utdmmato/glutammina/GABA (GIx),

e lattato (Lac). Ciascuno dei diversi metaboligne identificato dalla posizione del
suo picco (chemical shift) sulle ascisse (che ematiuna scala di frequenze espressa
in parti per milione-ppm), mentre la sua concentr@& € calcolata in funzione

dell’'area compresa sotto ciascun picco (Figura 8).
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Figura 8: Spettroscopia single-voxel della sostagnagia (a) e della sostanza bianca (b) a liveltmfale in un
soggetto normale. Il picco di lattato non é rilel@lmei soggetti sani, mentre in alcune patologiarnlogiche si
presenta sotto forma di un doppio picco centraghi 4u3 ppm.

Ciascun metabolita presenta concentrazioni diftefea sostanza grigia e sostanza
bianca cosi come variazioni della loro concentmreiassumono diverso significato
patologico.

L’ N-acetil-aspartato (NAA; 2,02 ppm) rappresenta il picco predominamé tessuto
cerebrale normale e, pur essendo determinato palmente dal’NAA, include
piccole quantita di N-acetil-aspartil-glutammatoeb8ene il ruolo funzionale di

questo amminoacido non sia stato ancora determid®&A rappresenta un
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possibile marker neuronale, infatti il suo piccol@ializza in corrispondenza delle
cellule neuronali, mentre non e rilevato nelle ellgliali mature, nel CSF o nel
sangue. Una riduzione del suo picco correla quoodi unaperdita neuronale o con
una loro ridotta attivita funzionale

Nel picco del glutammato/glutammina/GABA (Glx; 2,3 ppm) la componente
prevalente e quella relativa al glutammato ed gllid&ammica, mentre il GABA tende
ad essere meno visibile. Il glutammato € il neatrettitore e I'amminoacido
presente in maggiore quantita nel cervello umanentra la glutammina sembra
localizzarsi a livello astrocitario e rappresentprincipale derivato del metabolismo
del glutammato. Un picco particolarmente elevatd @& nello spettro (ed in
particolare del glutammato) sembra rappresentarelemento indicantsofferenza
neuronale

Il picco della Creatina/fosfocreatina (Cr; 3.02 ppm) € stato a lungo usato da molti
autori come riferimento standard per l'interpret&® delle variazioni degli altri
metaboliti ed & frequente in spettroscopia ritrevatio in cui la creatina é presente al
denominatore (NA/Cr, Cho/Cr, etc.). Questo comaltaso della convinzione che il
picco di creatina rimangostanzialmente stabileella maggior parte delle malattie del
SNC, anche se alcuni studi sembrano smentire questasi. La creatina, e
soprattutto la fosfocreatina, che deriva dalla priper azione della creatin chinasi,
rappresenta un substrato ad alto contenuto ditfadfa riveste un ruolo determinante
nel fornire energia per il mantenimento del meteinod cellulare.

Il picco diColina (Cho; 3.23 ppm) € determinato da numerose compiomerili fra
cui predominano la fosforilcolina e la glicerofoskeolina. Le componenti legate alla
membrana non sono in genere visibili nello spedietia risonanza magnetica, cosi

che l'alto contenuto in fosfatidilcolina delle merabe non compare. Al contrario,
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nelle patologie che determinano danno di membranala componente di colina
legata alle membrane e rilasciata in forma libemmtribuendo in misura evidente
allaumento del picco; inoltre anche molti tumorerebrali contengono elevate
quantita di fosforilcolina e glicerofosforilcolir@n relativo aumento del picco.

Il picco del mio-inositolo (ml; 3.56 ppm) & determinato principalmente dastue
metabolita ed, in piccola parte (< 5%), dalla glece dall'inositolo-1-fosfato. Il mio-
inositolo € coinvolto nella regolazione della prese osmotica cerebrale e nel
metabolismo dei fosfolipidi legati alla membram@nché in alcuni sistemi di segnale
inter-neuronale che utilizzano il pathway dei fasésitidi. Alterazioni della
concentrazione dell'ml riflettono alterazioni diegti stessi pathway.

Il picco dellattato (Lac; 1.33 ppm) € posizionato in una parte delkettsp che risente
l'interferenza di segnale derivata dai lipidi e dlamerose altre macromolecole. I
lattato, che e prodotto della glicolisi anaerolsiapresenta sotto forma di un doppio
picco a livello di 1.33 ppm e, di norma, non é vdbile nei soggetti sani
(concentrazione < 0.7 mM). La presenza e la rilevez quindi dei due picchi del
lattato in una regione cerebrale € in genedéce patologicce correla con una cattiva
prognosi per il tessuto nel quale e identificatsicohe, anche in relazione alla
difficolta della sua discriminazione, deve essem@e attentamente ricercato.

Oltre ai picchi suddetti e possibile lo studio Wiianetaboliti (tabella 1)

La spettroscopia in risonanza magnetica si € dimatstuno strumento utile nello
studio di numerose patologie neurodegenerativesatd® precoce ed in particolare
nello studio delle leucodistrofie. Un elevatimco di Chocostituisce infatti un marker
precoce didemielinizzazione compare ancor prima che l'alterazione dellaasast
bianca si rende evidente alle immagini di risonastaadard. Si riscontra, inoltre, un

decremento del picco NAA, come probabile consegaethel processo stesso di
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demielinizzazione che porta con sé una disfunziengonale, e la presenza dei picchi
del Lac, che, associati allaumento del picco Qbatrebbe essere correlata ad una
gliosi reattiva ed ad alcuni metaboliti rilascidéii macrofagi. Nell'insieme questi dati
forniscono uno strumento sensibile e specifico’iddice di demielinizzazione e
compaiono in anticipo rispetto alle informazioreviabili mediante altre tecniche di

neuroimaging.

ppm

0,9 CH alifatici (lipidi, amminoacidi, macromolecole)
1,14 Propanediolo (propano-1,2-diolo, glicole propilenic
1,25 CH alifatici (lipidi, amminoacidi, macromolecole)
1,34 Lattato (Lac)

1,48 Alanina (Ala)

19 Acetato (Ace)

2,02 Componenti N-acetilate, NAA in particolare (NAA)
2,05-2,5 |Glutammato e glutammina (GlIx)

2,4 Succinato Ch (Succ) e piruvato (Pyr)

3,03 Creatina totale(Cr)

3,22 Colina totale (Cho)

3,36 Scillo-inositolo

3,43 Glucosio

3,55 Mio-inositolo (ml), Glicina (Gly)

3,9 Creatina CH

Tabellal Valori normali medi di uno spettro cerebrale umano
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1.1 | DISORDINI DELLA SOSTANZA BIANCA

1.1.0 Le Leucoencefalopatie

La dicitura “disordini della sostanza bianca” (vehitmatter disorders) o
“leucoencefalopatie” € un termine generico che tifiea il complesso di affezioni
morbose che colpiscono la sostanza bianca, ovierestimento mielinico, e che si
definiscono per contrasto alle malattie della susdagrigia o polioencefalopatie.

Alla distinzione su un piano di differente inter@s®nto distrettuale corrisponde una
contrapposizione delle manifestazioni cliniche. 8lejeno su un piano generale, le
leucoencefalopatie sono dominate da disturbi matmme atassia e spasticita, mentre
I'eventuale deterioramento della sfera cognitivaa@fo demenziale) compare in un
secondo tempo; le polioencefalopatie si associavece ad una sintomatologia
neurologica dominata proprio dalla demenza e daléssia, con interessamento solo
tardivo, e non costante, delle funzioni motorie.

La distinzione appare pero, a distanza di temponae artificiosa quantomeno
imprecisa poiché molte delle leucoencefalopatie osoraratterizzate da un
contemporaneo interessamento anche di zone dedimnz@a grigia e viceversa.
Attualmente si intendono quindi per leucoencefdiiepih complesso di malattie con
interessament@revalentedella sostanza bianca. Il coinvolgimento dellatausa
bianca e delle cellule di supporto e formaziondadelielina quindi, sebbene porti ad
un risparmio di altre componenti del SNC, non préella possibilita di un danno o
addirittura di una perdita assonale, che e, anziagpetto comune in queste forme
nosografiche, ed e correlato con I'entita e la @eremza del deficit neurologico.

Le leucoencefalopatie vennero inizialmente distinsella base di uncriterio
istopatologico in leucoencefalopatie demielinizzanti (caratmsiz da una

distruzione del rivestimento mielinico), dismiefimanti (centrate sul carattere
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anomalo del contenuto mielinico) ipomielinizzargegnate da una ridotta produzione
della mielina) e spongiformi (che si accompagnandegenerazione cistica della
mielina).

Alla classificazione di ordine istopatologico si a&ffiancata una acarattere
patogenetico Attualmente la ripartizione prevalente nella dedtura scientifica e
guella che distingue fra forme di leucoencefalapatquisite o connatali. Nelle prime
I'interessamento mielinico e il risultato di un ul® che agisce dall'esterno in una
gualsiasi delle fasi dello sviluppo della compoeemielinica, nelle seconde invece il
disturbo presenta carattere congenito quando rantdmente ereditario, e vengono
generalmente identificate conléicodistrofie.

La classificazione istopatologica non ha pero pdlisterezza della sua valenza
speculativa. Il carattere, la distribuzione, I'éd la modalita di evoluzione nel tempo
delle alterazioni mieliniche conservano ancor agta correlazione con le modalita e

soprattutto con le cause dell'insulto patogeno.

1.1.1 Leucoencefalopatie acquisite:

Le leucoencefalopatie acquisite presentano caggpievalentemente demielinizzante
e si associano ad un’insorgenza tardiva, o quamtomiardata, rispetto alle forme

connatali. Comprendono un ampio spettro di patelagiratterizzate da un incidenza
nella popolazione sicuramente superiore alle leistmdie. La tabella 2 riassume le

principali forme cliniche.
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LEUCOENCEFALOPATIE ACQUISITE

| Disordini inflammatori non a carattere infettivo:

a) Sclerosi multipla e sue varianti
b) Encefalomielite acuta dissenan@&DEM)

Il Disordini infiammatori-infettivi:

c) Infezione congenita da CMV

d) Panencefalite subacuta scletesan
e) Encefalite subacuta da HIV

f)  Encefalite subacuta da CMV

g) Leucoencefalite multifocale preggiva
h)  Altre infezioni

[II Disordini ipossico-ischemici:

1) Arteriopatia cerebrale autoscandomimnte con infarti subcorticali €
leucoencefalopatia (CADASIL)
[) Leucomalacia periventricolare
m) Leucoencefalopatia policistica
n) Demielinizzazione ipossico-isehea ritardata
0) Encefalopatia subcorticale aosalerotica (malattia di Biswanger)
p) Invecchiamento
q) Vasculite

r) Da radiazioni

IV Post-traumatiche:

s) Edematosa

t) Post-radiazioni

Tabella 2: Leucoencefalopatie acquisite (Materiaédto dal World Wide Web University of
Oklahoma)
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[.  Disordini infammatori non a carattere infettivo (immunomediate):

a) Sclerosi Multipla

La Sclerosi Multipla (SM) & una malattia caratteaita da una inflammazione cronica
demielinizzante del sistema nervoso con gliositikgat Descritta inizialmente da
Cruveilheir nel 1835 e definita nei suoi aspetiici da Charcot (1868), € la malattia
neurologica piu frequentemente responsabile di bdisa neurologica nell’eta
giovanile/adulta. E' due volte piu comune nel sefmmminile, rara nella prima
adolescenza, e la sua incidenza aumenta progressmn@ dall'adolescenza fino ai 35
anni, per poi diminuire gradualmente.

Sebbene la causa rimanga ancora oggi sconosciatadidlaboratorio, clinici e
sperimentali fanno si che essa venga considerataratotipo delle malattie
autoimmuni cerebrali. In un soggetto geneticamprgeisposto, un evento scatenante
(forse una infezione virale) determinerebbe I'atwne dei linfociti T contro un
antigene proprio della mielina.

L'esistenza di una suscettibilitd genetica & awed#o da numerosi studi su gruppi
etnici, clusters familiari e gemelli. Studi di liage hanno indicato il complesso MHC
sul cromosoma 6 come uno dei determinanti genita dealattia.

Studi epidemiologici suggeriscono la possibilitze dndividui con SM siano stati
esposti nell'infanzia a fattori ambientali, vir@inon, e tra i molti agenti studiati vi
sono il virus del morbillo, 'EBV, I'SV5, gli hergirus, 'HTLV e di recente la
Chlamydia pneumoniae.

Molte delle nostre conoscenze sullimmunologia aleBM derivano da studi
sperimentali sull’encefalite autoimmune sperimentéEAS) indotta in animali di
laboratorio tramite immunizzazione con omogenatelimco o con singole frazioni

proteiche (MOG, PLP). Tali proteine, una volta @mesate dalle cellule presentanti
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'antigene (APC), attivano 1 linfociti T CD4+ cheupgerano la barriera
ematoencefalica e migrano nel SNC. Il rilascio ithhahine (IL1, IL12 e TNFa) e
Chemochine (come I'lP-10, il RANTES e il MIP-1a)pnfiammatorie produce una
cascata di fenomeni immunologici con espressionemdilecole di adesione
sull’endotelio dei piccoli vasi ed alterazione delbermeabilitd della membrana
emato-encefalica. Molteplici meccanismi sono prdbante alla base del danno
mielinico e tra questi, oltre ai linfociti T ed all'Natural Killer”, un ruolo di primo
piano e svolto dagli autoanticorpi diretti conteoproteine mieliniche.

Recentemente é stata dimostrata la presenza dogitanti-MOG adesi alla mielina
in fase di degenerazione nelle lesioni di soggetti SM.

La malattia si caratterizza per la presenza di maoseearee di demielinizzazione nella
sostanza bianca, o placche, preferenzialmentahbdigé intorno ai ventricoli laterali,
al pavimento dell’'acquedotto e al quarto ventric@onche se talvolta possono avere
sede sottocorticale o sconfinare in parte nelléasas grigia. Il corpo calloso, i nervi
ottici, il tronco cerebrale sono costantementer@sgati, cosi come il midollo spinale,
specie nel tratto cervicale, con tratti di demielmazione distribuiti nelle colonne
dorsali, nelle regioni subpiali ed intorno al so&deriore.

Istologicamente le placche sono rappresentate @& @ir demielinizzazione con un
variabile grado di infiltrazione cellulare, perdidi oligodendrociti, astrogliosi
reattiva, variabile nella sua intensita a secoredi diase di evoluzione.

b) Encefalomielite acuta disseminata (ADEM):

E’ una sindrome a decorso monofasico secondaria uad vaccinazione
(encefalomielite post-vaccinica) oppure ad una zioiee (encefalomielite post-
infettiva), caratterizzata da diffuse aree perivenudi infammazione, edema e

demielinizzazione. Ne e stata descritta anche ameante iperacuta, clinicalmente

37



tumultuosa, caratterizzata da focolai necrotico+eagici (leucoencefalite acuta
emorragica di Weston-Hurst). La forma post-vace@menne inizialmente descritta
come una sequela della somministrazione di vaaznitro la rabbia ed il vaiolo
(vaccino di Semple) e lintroduzione di vaccini pagati senza |'utilizzazione di
tessuto neurale ha notevolmente diminuito la sa@émza. La forma post-infettiva si
associa frequentemente ai comuni esantemi infaditibrigine virale soprattutto di
eziologia varicellosa. Dati clinici, epidemiologiei sperimentali depongono per una
reazione autoimmunitaria diretta contro antigengélmici ed a conferma di questo e
stata segnalata un’aumentata risposta verso la M&Psangue e nel liquor dei
pazienti.

[I.  Disordini inflammatori-infettivi:

Le leucoencefalopatie inflammatorie demielinizzasdno un gruppo di patologie a
carattere subacuto od acuto tra cui vanno ann@vénatezione congenita da CMV
(comprendente anche una variante subacuta), I'Al@Snentia complex, la
panencefalite subacuta sclerosante, la leucoeneefalultifocale progressiva e
I'insieme di patologie infettive del SNC associatdemielinizzazione.

A seguito dell'infezione primaria (Cytomegaloviru¥jirus dellHIV nellAIDS
dementia complex, morbillivirus nella panencefabtgacuta sclerosante, virus JC
nella leucoencefalite multifocale progressiva) itug continuerebbe a replicarsi
infettando gli oligodendrociti e gli astrociti corisi cellulare massiva e
demielinizzazione oppure determinerebbe un accuimtidacellulare di prodotti virali
e rilascio di citochine con conseguente danno tiésule manifestazioni cliniche

dipendono dalle aree interessate dal processawetirizzazione.

38



[ll.  Disordini ipossico-ischemici:

Alla patologie di tipo ischemico si associano fregiemente danni agli
oligodendrociti e conseguente demielinizzazioneceRe studi in vitro hanno
evidenziato che queste cellule vanno incontro adptmsi nel caso di insulto
iIschemico in seguito all'attivazione della casphbki-che sembra avere un ruolo
critico nel dare I'avvio alla morte cellulare pragmmata. Inoltrelo stress ossidativo
che subiscono gli oligodendrociti in vicinanza delrdo di una lesione ischemica
potrebbe essere responsabile della genesi deltmilekella sostanza bianca. Un altro
meccanismo, recentemente studiato, di relaziona safferenza ischemica e il danno
oligodendrocitario, € quello eccitotossico medidt recettori dellAMPA-kainato
come dimostrato dagli effetti protettivi derivatildblocco di questo recettore.

Queste affezioni comprendono un gruppo eterogemauathttie, in parte anche a
carattere ereditario (CADASIL e gene Notch3), darazate da infarti cerebrali
lacunari e aspetto pallido della sostanza biancebcale.

IV. Post-traumatiche:

Anche eventi traumatici o I'utilizzo di radiaziosi associano ad un interessamento
della sostanza bianca con una fase edematosa ebedpril processo di lesione del

rivestimento mielinico.

1.1.2 Leucoencefalopatie connatali : le Leucodisthie

Nell’ambito delle malattie neurogenetiche, le ledistrofie rappresentano un capitolo
assai complesso, tuttora in via di definizioneje@trano nel Registro delle Malattie
Rare recentemente introdotto nel nostro paese.

Alla fervente ed attiva ricerca che ha carattetizda singole entita morbose negli

ultimi decenni si contrappone l'incompletezza di imquadramento generale che,
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lungi dall’avere una funzione puramente classitioat potrebbe fornire comunque
un ottica d’'insieme capace di orientare il procediagnostico.

Oltre il 50% delle leucoencefalopatie, di cui lededistrofie costituiscono un nucleo
non trascurabile, rimane allo stato attuale nomyribaticabile ed alla difficolta di
orientamento medico si accompagna un pesante GO&0O0.

Per leucodistrofie si intende un gruppo eterogedeomalattie degenerative e
progressive, geneticamente determinate, che celpiscmaniera preferenziale e
primitiva la sostanza bianca cerebrale, includemaw vasta gamma di condizioni che
si differenziano per patogenesi, caratteristichdeeorso clinico. Le leucodistrofie
possono essere classificate in accordo al difettmnetico responsabile, qualora
conosciuto (es: la leucodistrofia metacromaticeoeuth al deficit di arisulfatasi; la
malattia di Krabbe al deficit di galactocerebrosiflaoppure sulla base dell'aspetto
anatomopatologico, come la presenza di cellule inudieate, prodotti del
catabolismo della mielina (metacromatici od ortogatici), 0 ancora, in rapporto alla
topografia e alla tipologia della degenerazione lima (difetto primario o
secondario della mielina). Vengono, infatti, difeziate le leucodistrofie da deficit
primitivo della mielina, causato o da una patologlalla maturazione degli
oligodendrociti, con conseguente ipomielinizzaziafee ridotta produzione (come
nella malattia di Pelizaeus Merzbacher), o da unalima prodotta in maniera
anomala, le cosiddette dismielizzant da una perdita della mielina dovuta a
degenerazione assonale (come nella malattia di afAlar), definite invece

demielinizzanti dalle leucodistrofie secondarie in cui &€ evidamtecoinvolgimento

della sostanza bianca encefalica pur non rapprsgént 'aspetto unico o
patogeneticamente piu rilevante, come ad esempadcimi disturbi del metabolismo

degli amminoacidi (come la fenilchetonuria, in cwltre I'alterazione della sostanza
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bianca sembra essere legata piu ad un effetto dagontossico della fenilalanina
cerebrale, piuttosto che ad un coinvolgimento pgiumi del metabolismo della

mielina) o degli acidi organici (come 'aciduriad-idrossiglutarica) (vedi tabella 3).

Leucodistrofie primarie con disturbo metabaico noto:

Leucodistrofia Metacromatica* Maiatda accumulo
Malattia di Krabbe* lisosomiale
Adrenoleucodistrofia X-linked/
Adrenomieloneuropatia*

Adrenoleucodistrofia neonatale* (NALD), Malatperossisomiali
Sindrome di Zellweger* (ZS),
Morbo di Refsum dell'infanzia (IRD)

Malattia di Canavan*

Leucodistrofie primarie con disturbo metabaico non conosciuto:

Sindrome di Pelizaeus-Merzbacher*

Leucodistrofia autosomica dominante ad esandibadulto (ADLD,
Pelizaeus-Merzbacher disease autosomal domindaiieeonset type,
multiple sclerosis-like disorder )

Malattia di Alexander*

Leucodistrofia con Vanishing Whitexttér (LVWM/CACH)*
Leucodistrofia con megaencefaliareniazioni cistiche subcorticali*
Leucoencefalopatia con cisti subcalitsenza megalencefalia

Leucodistrofia cavitaria progressiva

Ipomielinizzazione centrale con atrofia dei gladella base e del
cervelletto (Sindrome H-ABC)

Leucoencefalopatia con interessamento del er@mzefalico e del midollo
spinale con elevati livelli di lattato (LBSL)

Leucoencefalopatia diffusa autos@miominante con sferoidi
neuroassonali (HDSL)
Leucodistrofia associata ad altenaiznel metabolismo dei polioli

Leucodistrofia con oligodontia

Malattia di Salla*

Ipomielinizzazione severa associata a valewvati di NAAG nel liquor

Leucodistrofia con atassia sordita e cardiomiopadiaCL* (ataxia
deafness cardiomyopathy leukodystrophy)

continua tabella pagina seguente
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Leucodistrofie secondarie ad alterazione maoliche/ degenerative

Fenilchetonuria } Distardel metabolismo degli
Aciduria L-2-Idrossiglutarica©® amminoacidi e degli acidi organici
Encefalopatie mitocondriali
Sindrome di Leigh
Sindrome di Cockayne
Leucodistrofia con calcificazioni dei gangéidali (Sindrome di Aicardi-

Goutieres)

Sindrome 18- (Sindrome di De Grouchy)

Osteodisplasia policistica lipomembranosaleocoencefalopatia

sclerosante (PLSOL, Malattia di Nasu-Hakola)

Sindrome di Sjogren-Larsson (SLS)

Altre

Tabella 3. *(marker genetico noto/o noto in alccasi)

Nonostante il primo importante passo nella diagrdisqueste patologie resti la
valutazione clinica e radiodiagnostica, in altreopa I'associazione tra sintomi e
segni di diffusa disfunzione del sistema nervosotreée (SNC) con un quadro di
alterato segnale della sostanza bianca alla riganamagnetica (MRI), associato
eventualmente ad altre metodiche di brain imagidgfusion Weighted RM,
spettroscopia RM), sempre maggior rilievo si & @ostgli studi biochimici,

enzimatici, e piu recentemente di analisi del DNA.

1.1.2,1 Leucodistrofie primarie con disturbo metablico noto

LEUCODISTROFIA METACROMATICA (MLD)
La leucodistrofia metacromatica € una malattia deumulo lisosomiale (LSDs:
lisosomal storage diseases) da interessamento etabaolismo dei glicosfingolipidi.
Descritta per la prima volta da Greenfield J.G.1833, la sua denominazione deriva
dal fenomeno della metacromasia, evidenziabile stilmio neuropatologico, per il
quale i nuclei cellulari assumono una tonalita wrere rossastra dopo colorazione al

cresil violetto ed al blu di toluidina, invece a=llore blu come in condizioni normali.
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La malattia si associa ad accumulo lipidico in dsveipi cellulari come epatociti,
cellule di Kupffer, cellule epiteliali dei dotti lari, cellule epiteliali della vescica e
cellule dell’epitelio tubulare. Nel SNC e nel SNBctumulo di lipidi interessa gli
oligodendrociti, gli astrociti, alcuni sottotipi menali e le cellule del ganglio retinico.
Il solfatide (galattosilceramide-3-O-solfato), respabile della malattia, si accumula
invece solo a livello cerebrale e dei nervi pertiievista la sua alta concentrazione
nella mielina. La malattia comprende diversi disarallelici autosomici recessivi,
dovuti alla mutazione del gene dellarilsulfatasj ¢he comprendono, in relazione
all'etd d’esordio e alla sintomatologia clinica,auforma tardo infantile (esordio
intorno al secondo anno di vita), una giovanilestidia in giovanile precoce [esordio
tra i 4-6 anni] e giovanile tardive [esordio olttesesto anno d’eta]), ed una dell’'eta
adulta (esordio dopo i 12 anni). La pseudo-deficgedi arilsulfatasi A (condizione
nella quale al deficit enzimatico dellASA si asso@ssenza di sintomatologia
neurologica o la presenza di sintomi diversi da llgudella leucodistrofia
metacromatica) e due forme autosomiche recessinealieliche determinate dalla
mutazione dei geni della saposina B (attivatoréadetrebroside sulfatasi), insieme
alla sulfatidosi giovanile (deficit della multiptilfatasi), rappresentano completano il
guadro delle forme cliniche.

Sebbene si tratti di una malattia a diffusione uliagia, con frequenza che oscilla fra
1/40.000 ed 1/100.000 nuovi nati, sembra essergepte maggiormente nelle
popolazioni di origine araba di un ristretta aredlad Galilea meridionale e fra gli
Indiani Navajo dove raggiunge una incidenza diSHZ0Q. nuovi nati con frequenza
dello stato di portatore di 1/25-1/50 (Holve et 2001).

Principali aspetti di genetica molecolaré:a causa principale della leucodistrofia

metacromatica € la mutazione del gene dell'ariggalli A (ASA o0 ARSA-A)
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localizzato sul cromosoma 22g13.31-qgter costitddd esoni per una lunghezza di 3
kb e che codifica per una proteina lisosomiale azifibne enzimatica di 507
aminoacidi. Sono prodotti, a partire dallo stessogj tre differenti mMRNA con una
lunghezza rispettivamente di 2.1, 3.7 e 4.8 kittedure i trascritti codificano per una
identica proteina di 507 aminoacidi, infatti differono fra di loro unicamente nella
lunghezza della porzione 3’ non tradotta, conaktritto di 2.1 kb che costituisce |l
90% dellmRNA totale. La proteina di 52kDa, unataolradotta, viene trasferita nel
reticolo endoplasmatico dove riceve tre oligosdadcasthe si legano a tre residui
azotati e subisce la trasformazione di un residitce di cisteina in Gformil-glicina

e dimerizza. Il dimero viene quindi trasportatol’'apparato di Golgi dove riceve un
residuo di mannosio-6-fosfato e si lega ad un teeetel residuo mannosio-6-fosfato
venendo trasportata in sede endosomiale dove i lessipdissociano. Il recettore
ritorna a questo punto nell’apparato di Golgi eptateina viene trasportata in sede
lisosomiale dove forma un ottamero in maniera pp€ddente.

L’ASA catalizza la conversione dei solfatidi a denesidi ed il suo substrato naturale
e il cerebroside-3-solfato che si lega in rapparfioalla ASA insieme alla saposina B.
La causa del processo di demielinizzazione, cheasqgesta forma di leucodistrofia,
e ancora imperfettamente nota.

La comprensione del meccanismo patogenetico éprebéematica dall’assenza di un
modello cellulare e dalla presenza di un modelloimauARSA-deficient che presenta
un quadro simile alla leucodistrofia metacromatiog&a meno grave e che non
manifesta demielinizzazione cerebrale.

Come in altre malattie da accumulo lisosomiale dgetherazione neuronale e gliale
potrebbe essere imputata non solo allaccumulo sidstrato (in questo caso |l

solfatide), ma anche ad anomalie metaboliche elagllsecondarie a questo.
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Numerose sono le ipotesi formulate nel corso delgimi anni e fra queste vanno
annoverate quelle che concernono I'abnorme accuhmidiico (accumulo di sulfatide
e deficit di galattosilceramide, accumulo secoralagi gangliosidi, deficit di
colesterolo) con probabile conseguente mis-targediglle proteine della mielina, e
guelle che imputano il processo di alterazione adatlielina ad un meccanismo
inflammatorio, ad alterazione dei segnali calcipedidenti, ad un effetto tossico (in
analogia alla malattia di Krabbe) derivato dall@ecwlo di una sfingosina (la
sulfogalattosilsfingosina) o infine ad un meccarosapoptotico.

Sono note oltre 70 mutazioni differenti del genfABA e molte di queste sono state
descritte come mutazioni occasionali in singoliipat. Due mutazioni invece (donor
mutation al passaggio fra esone 2 ed introne 2 so&iituzione Pro426Leu) sono
responsabili del 25% della totalita dei casi mentné&ltra mutazione (llel79Ser) e
responsabile di un ulteriore 5% dei casi di maattia recente cristallizzazione della
proteina (Lukatela et al., 1998) e la definiziorslal sua struttura tridimensionale
rappresentano un prerequisito importante per gstda fondo gli effetti delle

molteplici sostituzioni aminoacidiche sulla funzatite enzimatica (fig.9).

Fig.9 Modello tridimensionale del’ASA: Larilsulfatasirpsenta
una zona centrale formata da 13 eliche per lo pnalfele che si
organizzano in una strutturgafoglietto circondata da entrambi i
lati da diverse altre eliche. Separato dal fogiftcentrale & ad
esempio presente un ulteriore strutt@aipiegata formata da
guattro catene antiparallele situate perifericameBti aminoacidi
Asp-335 ed Arg370 formano un probabile ponte saliratle
catenef3 centrali e rappresentano dei residui altamentsawati
all'interno di tutta la famiglia delle solfatasiche, seppur lontane
dal centro catalitico dell’enzima, rivestono estaeimportanza nel
Asp33s mantenimento della conformazione tridimensionalkadeoteina
(tratto da Schestag et al., 2002, NCBI database siocesumber
1AUK)

Pseudodeficienza di arilsulfatasi A:Gieselmann et al. (1989) hanno evidenziato 2

alleli responsabili di questa forma che determinare primo caso, la perdita di un
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segnale di poliadenilazione e, nel secondo casopdalita di un sito di N-
glicosilazione dell’ASA.

Deficit della saposina B (sphingolipid activator déciency): Shapiro et al. (1979) e
Hahn et al. (1982) descrissero per la prima veotagptazienti affetti da leucodistrofia
metacromatica con attivita dell’arilsulfatasi A laehorma. Stevens et al. nel 1981
evidenziarono come, in questa forma di leucodigtraietacromatica, I'idrolisi dei
cerebrosidi solfato fosse marcatamente attenuatasimormalizzava, nei fibroblasti
in coltura, dopo supplementazione con lattivatalella cerebroside sulfatasi o
saposina B. La saposina B fa parte di un gruppaudittro proteine (saposina
A,B,C,D) codificate dal gene della prosaposina liazato sul cromosoma 10g21-22
che si estende per una lunghezza variabile fr& kedde 1200 bp formato da 13 esoni.
La regione codificante le saposine A,B e D ¢ foardd 3 esoni, quella della saposina
C da due esoni soli. La prosaposina e le quattppssae formano dei complessi
stabili con i gangliosidi e sono necessarie aillaé idrolitiche di diversi enzimi
lisosomiali: la saposina A € un attivatore dellaicglsilceramidasi e dell$-
galattosilceramidasi, la saposina B €& un attivatibidiversi enzimi lisosomiali fra cui
la B-galattosidasi acida che idrolizza i GMangliosidi, la sulfatide sulfatasi che
idrolizza i solfatidi, lo-galattosidasi e la sfingomielinasi, la saposina @ attivatore
dellaB-glucosilceramidasi e della galattosilceramidadii{esuo deficit € associato ad
una variante della malattia di Gaucher come désata Christomanou et al, 1986), la
saposina D € un attivatore della sfigomielinofos#etkérasi. Nonostante il ruolo di
attivatore delle idrolasi lisosomiali il deficit daposina B causa un fenotipo clinico di
leucodistrofia metacromatica e non quello di attiedattie da accumulo lisosomiale.
Mucosulfatidosi (Deficit della multiple solfatasi): Si tratta di una variante della

leucodistrofia metacromatica che combina alla ldistmofia aspetti clinici e
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biochimici propri delle mucopolisaccaridosi. Il ggra cui mutazione é responsabile
della malattia, € localizzato sul cromosoma 3p28M&1 o MSD) e codificherebbe
per un fattore cruciale nell'attivita di molte satfisi. La malattia sarebbe determinata
da un’anomalia di un processo co- o0 post-traduttiie renderebbe cataliticamente
attive le solfatasi. In particolare Schmidt etradl 1995 hanno evidenziato come un
residuo di cisteina, altamente conservato in tetteolfatasi, sia sostituito dall’acido
2-amino-3 ossipropionico mentre venga conservaicaggetti affetti da MSD e che
la mancata sostituzione possa essere la causaaktiNita catalitica enzimatica.

Manifestazioni cliniche:

Il fenotipo clinico dipende dalla causa che e bHae di questa leucodistrofia:

Deficit di arilsulfatasi A:

In rapporto all’'eta di esordio ed alla progressideesintomi si distinguono tre forme:

- Forma tardo infantile:E’ la piu frequente (circa il 50% dei casi), canincidenza
di 1/40.000 nati circa. Descritta da Greenfield 1833, é caratterizzata da sintomi
motori, rigidita, deterioramento mentale e, talapltconvulsioni. Raramente
preceduta da ritardo dello sviluppo psicomotorenrdisce alla fine del primo o
nel corso del secondo anno di vita con difficotda deambulazione, cui seguono
perdita della stazione eretta autonoma, disartrtaleolta, strabismo e nistagmao.
La progressione € in genere abbastanza rapidatedl&h24 mesi il bambino non
mantiene piu la posizione seduta, presenta trea@rgonco e delle mani, spesso
dolore alla mobilizzazione passiva degli arti, idfta di alimentazione e
deterioramento mentale. Durante il decorso, cheppalungarsi per alcuni anni, il
bambino dimostra una iniziale tetraparesi ipotomea riflessi profondi diminuiti
o assenti e, gradualmente, una tetraparesi spastitasegni piramidali. Sono

presenti macrocrania, cecita, disturbi della degjlute e del respiro, crisi toniche
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spontanee o provocate, crisi tonico-cloniche gdizeede ed atrofia ottica. Le
funzioni mentali sono compromesse tardivamentecomaungue con un impegno
grave fino alla completa perdita di contatto camibiente.

- Forma giovanile: Descritta da Schutta et al. nel 1966 € meno conueia
precedente, con una frequenza di 1/150.000 nata,ced inizia intorno ai 4-12
anni. In genere nelle forme che esordiscono int@ind-6 anni i sintomi motori
(disturbi della deambulazione, tremori) precedohaleterioramento mentale,
mentre nelle forme ad inizio successivo avvieneomtrario ed il disturbo del
rendimento scolastico rappresenta il principal¢éosno d’allarme. Sono frequenti
le crisi convulsive ed il decorso ricalca quelldlaéorma tardo-infantile, ma € piu
lento con sopravvivenza fino ai 20 anni.

- Forma dell’'adulto: E’ considerata molto rara, ma una estensione agellisi
enzimatica alla popolazione adulta con patologiarodegenerativa € senz’altro
destinata ad aumentare il numero dei casi. La trkdordisce in genere tra i 18
ed i 30 anni con difficolta scolastiche o professido e spesso disturbi del
comportamento (turbe della sfera affettiva, detlespnalita, della memoria etc.) a
causa dei quali viene frequentemente posta diagihioschizofrenia. | disturbi
della coordinazione dei movimenti e le crisi coswg, raramente sintomi
iniziali, compaiono dopo un lungo periodo di latan@anche 20 anni); segni
piramidali e cerebellari sono variamente presesgimpre associati a segni di
neuropatia periferica.

La variabilitd fenotipica €& stata correlata alldfedente percentuale di attivita

enzimatica residua nelle tre forme. Questa int¢éspiene ha ricevuto conferma

dall'analisi molecolare che ha identificato duecedli alleli, chiamati A ed I; I'allele

A codifica per un ASA attiva ma instabile e I'aélel, invece, non da origine a
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proteina enzimatica. La correlazione genotipo-fggmoha dimostrato che i pazienti
omozigoti per l'allele 1, che non sono in gradosditetizzare 'ASA, corrispondono
alla forma tardo-infantile mentre i pazienti omatigper I'allele A, che producono un
enzima instabile, corrispondono alla forma delllalul casi con la forma giovanile
Sono spesso composti genetici con entrambe le mootad ’identificazione delle
mutazioni ancora sconosciute dovrebbe completarecdeoscenze sulla base
molecolare dell’'eterogeneicita clinica.

Pseudo-deficienza di arilsulfatasi A Si tratta di una condizione presente circa nel
2% della popolazione dovuta ad una particolare riome allelica che determina una
ridotta attivitd enzimatica del’ASA, sufficientee per un normale catabolismo in
vivo del sulfatide. Poiché il dosaggio enzimaticoncun substrato artificiale,
usualmente utilizzato a fini diagnostici, non carteela distinzione rispetto al’ASA
residua nei soggetti affetti, la pseudodeficiene@edsempre essere tenuta presente per
non incorrere in errori, soprattutto nel campo aellagnosi prenatale. Il riscontro
della pseudodeficienza in soggetti con manifestazieurologiche differenti dalla
leucodistrofia metacromatica (distonia, disartrispasmi in torsione etc.) e,
soprattutto, in pazienti psichiatrici, ha postoprioblema della relazione tra bassa
attivita ASA e danno neurologico. Se € possibila aasociazione casuale non si puo
pero escludere un suo ruolo nel determinare o ii@/bsintomi neuropsichiatrici.
Forma ad esordio nell'adulto con Arilsulfatasi A ndla norma: Descritta da Wright

et al. nel 1988, ricalca gli aspetti clinici deflarma dell'adulto di leucodistrofia
metacromatica con livelli perdo normali di arilsudai A. Sono presenti disturbi
motori, urgenza ed incontinenza urinaria ed anchportante ipotensione dovuta

probabilmente, in assenza di interessamento sulicena neuropatia autonomica.
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Deficit della saposina B (sphingolipid activator déciency): Ricalca gli aspetti
clinici della forma giovanile della leucodistrofaetacromatica.

Mucosulfatidosi: Combina aspetti clinici e biochimici propri dellaulcodistrofia
metacromatica e delle mucopolisaccaridosi se naliritidra, come secondo Kihara
(1982), quelli clinici ed enzimatici di almeno siverse entita cliniche: leucodistrofia
metacromatica, sindrome di Maroteaux-Lamy, ittigsinked, sindrome di Hunter,
sindrome di Sanfilippo tipo A e sindrome di Morqulaa malattia spesso si presenta
con il fenotipo clinico della forma tardo-infantite leucodistrofia metacromatica, con
comparsa tardiva di ittiosi ed aspetti delle mudispacaridosi. Sono infatti presenti
guadri dismorfici (macrodattilia, disostosi mulgpletc.), idrocefalo alla nascita,
condrodisplasia calcificans, anomalie cardiach@mnsiie tissutali esofago-laringee
ed occasionalmente una sindrome emofagocitica cebbré, pancitopenia,
coagulopatia, disfunzioni epatiche e proliferazidngstiociti maturi.

Anatomia patologica:

Gli effetti piu importanti del’accumulo di sulfati si manifestano a livello del SNC e
del SNP dove si verifica una progressiva degenenazdelle guaine mieliniche. Dal
punto di vista macroscopico, la sostanza biancé deysferi cerebrali e cerebellari &
interessata da una demielinizzazione profonda, ugshff e simmetrica che,
abitualmente, risparmia le fibre arciformi sottdamli. 1l processo patologico inizia
di solito nella sostanza bianca degli emisferiggione frontale e tende alla diffusione
in direzione posteriore e caudale, differenziandosi questo dalla forma tipica
dell’adrenoleucodistrofia. Nelle fasi successivesgumo essere interessati anche i
nuclei della base, il nucleo dentato, il troncoebeale ed il midollo. Istologicamente e
possibile dimostrare la presenza di inclusiondiighe nel citoplasma dei macrofagi e

delle cellule nervose ed, in particolare, dellduteldi Schwann. L’elevato numero di
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cariche elettriche negative dei sulfatidi e respbile della caratteristica colorazione
dei preparati (metacromasia).

Diagnosi:

Deficit di arilsulfatasi A:

Laboratorio: Dimostrazione del difetto del’ASA nelle cellulee(icociti e fibroblasti)

e delleccesso di sulfatide nelle urine (Austin'est). Test prenatale di
Immunoprecipitazione-elettroforesi dai villi cotial

Neuroimaging:Alla TC si evidenziano aree di ipodensita diffusenmetriche ed a
margini mal definiti, situate nella sostanza biapeaiventricolare; in fase iniziale
prevale [linteressamento delle regioni fronto-patie Coesiste una modica
dilatazione dei ventricoli. Dopo somministrazione rdezzo di contrasto per via
endovenosa non si dimostrano zone di enhancemdatMRI le aree patologiche
appaiono come zone ipointense nelle sequenzee3ate ed iperintense in quelle
pesate con interessamento diffuso e simmetrica delftanza bianca periventricolare,
della corona radiata e del centro semiovale. E’sgm& un coinvolgimento
progressivo della sostanza bianca del cervellettel ¢ronco cerebrale, della sostanza
grigia profonda (talami, nuclei della base) e ddilae arciformi sottocorticali.
Assenza di enhancement periferico dopo mezzo dirasio. La MRI si dimostra
superiore alla TC nella evidenziazione del coinvolnto dei nuclei della base e del
nucleo dentato, nonché del tronco cerebrale e @hillm spinale.

Alle immagini diffusion-weighted si evidenzia, iade attiva di malattia, la presenza
di iperintensita di segnale nelle zone di progmssicon un pattern tipicamente
“tigroide”, che suggerisce una diffusivita ridottall’acqua probabilmente da mettere
in relazione ad edema anche se le mappe ADC faangape anche ad un certo grado

di prevalenza del segnale,Til che potrebbe rendere meno efficaci le immagini
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diffusion-weighted nella diagnostica precoce. Isefpiu avanzata le lesioni appaiono
ipointense con diffusivita isotropica aumentataendita mielinica completa.

Alla H-MRS si evidenzia una riduzione del picco NAdn aumento del picco ml e, a
volte, la comparsa del picco del lattato.

Proteomi e peptidomiSono in corso studi per la ricerca di proteomi tdpetili alla
diagnosi biologico-biochimica di malattia

Genetica:Ricerca mutazioni puntiformi e microdelezioni.

Pseudo-deficienza di arilsulfatasi A: Associazione di diagnosi clinica e di
laboratorio.

Geneticaricerca delle mutazioni note.

Forma ad esordio nell’adulto con Arilsulfatasi A néla norma: Evidenza istologica
ed autoptica di anomalie tipiche della leucodisérofietacromatica con cromatografia
su piccolo strato che rileva un aumento del saléatiella sostanza bianca.
Mucosulfatidosi:

Laboratorio: Ricerca mucopolisaccaridi acidi nelle urine coratiaristiche differenti
rispetto alle mucopolisaccaridosi: eparan-solfat8%3 dermatan-solfato 21%,
condroitin-solfato C 40%.

Diagnosi differenziale:

— Altre leucodistrofie

— Disturbi di matrice psichiatrica (schizofrenia, ldar della sfera affettiva, della
personalita, della memoria etc.)

— Mucopolisaccaridosi ed altre malattie dismetab@i@malattia di Hunter, malattia
di Morquio, GM; e GM; gangliosidosi etc.)

Terapia:

bY

Il trapianto di midollo é il trattamento che finosembra aver fornito i risultati

migliori arrestando temporaneamente la progressdeia malattia (Bayever et al,
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1985; Krivit et al., 1990). La sperimentazione daha anche testato I'efficacia del
busulfano, della vinblastina e del siero anti-tiftioc

Come per le altre malattie lisosomiali la teraprai¢ata € quella enzimatica
sostitutiva (ERT, enzyme replacement therapy)riigipale problema da superare &
guello del traporto dell’enzima difettivo selettimante verso le cellule neuronali e
glali. Studi recenti su modelli murini hanno evidé&ato come nel caso
dell’aspartilglicosaminuria, deli-mannosidosi e della malattia di Krabbe l'iniezione
intravenosa puo gia di pe sé ridurre 'accumulawistrato. Sebbene i motivi siano
ancora poco chiari & plausibile un meccanismo dake cerebrale parzialmente
confermato nei modelli animali. L’associazione d&kzione intravenosa precoce
con la terapia genica mediante trapianto di celkilminali sembra relativamente
promettente cosi come sempre piu diffuse sonorépiee sperimentali di trasfezione
genica tramite vettori lentivirali o di virus adeaesociati.

Negli ultimi anni stanno emergendo nuove lineedewtiche basate su un approccio
cellulare che consistono nell’utilizzo di neurosféneurospheres or neural progenitor
cells) ovvero di progenitori oligodendrogliali ourenali preparate da embrione ed
iniettate nel parenchima cerebrale. La resisteeg# dligodendrociti alla trasfezione
virale e la necessita di iniezioni multiple deiquesori cellulari rappresentano i limiti
principali delle due ultime tecniche prese in cdesazione. Inoltre, nel 2005
(Takakusashi et al.) dimostrano un effetto addifpasitivo dell’associazione della
terapia genica, tramite vettore virale (AAV1), delne dellARSA insieme al cDNA
dellFGE (Cu-formylglicyne-generating enzyme), che funzionerehda attivatore

delle sulfatasi, ARSA compresa.
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. MALATTIA DI KRABBE (LEUCODISTROFIA A CELLULA GLOBOI DI)

La malattia di Krabbe, o leucodistrofia a cellulelgidi, € una malattia autosomica
recessiva determinata dalla mutazione del genea degalattosilceramidg-
galattosidasi (galattocerebrosidasi, galattositoedtasi o GALC) e rientra nella
capitolo delle glicosfingolipidosi. Venne descrittar la prima volta da Krabbe nel
1916 come una nuova forma di sclerosi cerebraleis#if Nel 1970 il deficit della
galattosilceramidasi fu identificato come il pléhig fattore causale di questa
malattia, anche se il gene venne identificato swéb 1994 (Cannizzaro et al.).
Presenta una frequenza di 1/100.000-200.000 ndatievrappresenta un esempio di
leucodistrofia ad esordio precoce, rapidamente rpesjva a prognosi infausta,
sebbene forme giovanili a decorso piu lento sian@sdontro sempre piu frequente.
La malattia si presenta con manifestazioni limitdtsistema nervoso ed in particolare
con l'interessamento esclusivo della sostanza hiamguanto il galattosilceramide e
assente in altri distretti corporei, con I'eccedodi una piccola quota espressa a
livello renale. Il termine “cellule globoidi” venneintrodotto in seguito
all'evidenziazione della presenza di cellule apgaenhti alla linea microgliale (a
funzione macrofagica) la cui comparsa e stimolatalladcumulo di
galattosilceramide non degradato che viene da feggEcitato. Man mano che la
mielinizzazione procede le cellule globoidi sossitono I'oligodendroglia fino ad
arresto della mielinizzazione e distruzione dellalma formata..

Principali aspetti di genetica molecolare:

La malattia & determinata da una mutazione del gtla GALC localizzato sul
cromosoma 14931 costituito da 17 esoni per unahlerwa di 57 kb e che contiene
una regione non tradotta in 5’ ricca di residuzde C con un potenziale elemento di

legame dellaYY1 ed un potenziale sito di legame. 3Rfene presenta un promoter in
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posizione 176-24 upstream rispetto al codone done due sequenze di inibizione
della trascrizione, una upstream rispetto al prem@&d un’altra vicino al primo
introne. Il gene codifica per una proteina enzigatisosomiale (669 aminoacidi) che
si forma a partire da un precursore di 80kd chaeviglicosilato e scisso per via
proteolitica in due subunita, di 50 e 30 kD, lelgt@mano un complesso idrofobico
ad alto peso molecolare. In conseguenza della assiph del gene e della ricchezza
di sequenze inibitorie e di codoni di inizio atipisolo una piccola quantita della
proteina viene prodotta nelle singole cellule. iAterno dei disordini da accumulo
lisosomiale la malattia di Krabbe presenta caratiehe uniche dal momento che non
e possibile riscontrare un accumulo di lipidi nidtiebtto cerebrale se si eccettuano le
cellule microgliali. Gli studi biochimici dei lipidcerebrali non hanno infatti rilevato
'aumento atteso di galattosilcerebroside, ma seimuna riduzione di cerebrosidi e
sulfatidi ed una riduzione del rapporto sulfatidiebrosidi. | galattocerebrosidi ed in
particolare la psicosina o galattosilsfingosina, whcolipide scisso dalla
galattosilceramid@-galattosidasi, si accumulano invece a livello mitiale e si
pensa che la psicosina sia il metabolita citotassesponsabile della patogenesi della
malattia (é recente l'identificazione degli effefiositivi delllGF | come agente
antiapoptotico che contrasterebbe, nei modelliispetali, gli effetti tossici della
psicosina, Zaka et al. 2005). La galattosilcerasiidaun enzima idrolitico lisosomiale
che agisce scindendo alcuni glicolipidi dotati datsequenza di galattosio terminale e
dotati di una configurazioney anomerica, ed il suo substrato principale
(galattosilceramide) € localizzato prevalentemengdla mielina. Altri substrati
conosciuti di questo enzima sono la psicosina (gaslidsfingosina), |l
monogalattosildigliceride ed il precursore dei gseohpidi (1-alchil-2-acil-3-

galattosilglicerolo). La degradazione in vivo dabstrati richiede la presenza di un
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attivatore proteico, la saposina A, e si inserisela catena metabolica come da

figura 10.
Fig. 10: Via metabolica
. . della galattosilceramide e
lactosileeramide Altri glicosfingolipidi/sangliosi] ~dei substrati correlati: via
SsposwaBC /P biosintetica: la sfingosina
V = Sfingomielina viene acilata a ceramide,
glucosilcerami ‘ L che successivamente
sposis | l galastosic Digalattosilceramide GM, riceve un residuo di
v / G / / galattosio per opera della

C‘ERAMIDE"_>E' v, Galattosilceramide —>  sulfatide | UDP-galattosio:ceramide

A = galattosiltransferasi,
Acidi grassi é;/ Galattosilceramidasi / Saposina B f d
5 o Saposina & ¥ orman .0 .
aposina 50, galattosilceramide. Lo
v B stesso enzima puod cedere
} ) CG L un residuo di galattosio
Stingosina _ ~ Psicosina

P alla sfingosina formando
galattosio Galattosilceramidasi la psicosina. Via
degradativa: la
galattosilceramide e la psicosina sono degraddii gllattosilceramidasi il cui defict € responsabi
della malattia di Krabbe (tratto da Suzuki K., 2D0

I mancato accumulo di galattosilceramidi, elememaspettato di questa malattia
lisosomiale, deve essere quindi imputato in pal&@ @sclusiva localizzazione di
qguesti ultimi nella mielina ed in parte alla scomgaadelle cellule mielinizzanti

distrutte nel corso della malattia (fig. 11).

Difetto genetico della i ] .
Galattosilceranmidasi Difetto genetico della
— Saposina A . .
e Fig. 11: Meccanismo
B .
Compromissione della patogenetico alla base della
degradazione dei galattosilceramidi malattia di Krabbe e motivo
ceanlo & o cenmlo di del mancato accumulo dei
o ->Galanesileeramide | galattosilceramidi in seguito
T alla morte delle cellule
Disfunzione ;- oligodendrocitarie (tratto da
1 lendrocitard I Reazione .
oligod e'n( ocitaria .\\ macrofagica Suzuki K., 2003)
[/// \"\ {cellule globoidi)
N  Degenerazione mislinica
Morte cellulare ed -
arresto della

Sono circa 70 le mutazioni, compresi i polimorfisetie sono stati identificati e che
sembrano interessare ciascuno dei 17 esoni del gemautazioni missense che sono
responsabile della forma infantile della malattitieressano entrambe le subunita della
proteina, anche se sono piu frequenti nella suawa@t30kD. Una delezione di 30 kb,

che compare in genere associato al polimorfismeTCin posizione 502, é
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responsabile del 45% delle mutazioni nella popola&ieuropea. Questa delezione,
che inizia in corrispondenza dell'introne 10 findlaafine del gene, origind
probabilmente in Svezia con successiva diffusian&uropa ed & responsabile, in
omozigosi od in eterozigosi con un’altra mutazicaeche del 35% dei casi di origine
messicana. Altre tre mutazioni associate al feooitipantile sono responsabili di un
altro 15% dei casi (&6T1538, A—>C1652, 1424delA) e la mutazione—A in
posizione 809, con sostituzione di un aminoacidgasizione 270, determina, in
omozigosi od in eterozigosi con la delezione dil80lka forma della malattia di
Krabbe ad esordio tardivo. Quest’'ultima appare @atnal polimorfismo +C1637,
eccetto i casi di origine giapponese, ed e plalasiie non sarebbe patogena se non
associata proprio all'assenza del residuo di ismheucome da polimorfismo. Sono
state identificate anche altre delezioni ed inggrizcon frame-shift o terminazione
precoce del codone di lettura cosi come mutazioissense in posizione 3’ con
sostituzioni aminoacidiche nell’estremo carbossirigale della subunita da 30kD.
Mutazioni uniche sono infine state identificate articolari gruppi etnici
mediorientali come i Druzi nord israeliani ed i rionsdei villaggi arabi nei pressi di
Gerusalemme, che presentavano la forma infantila delattia di Krabbe.

Mutazione della saposina A:Una seconda mutazione, recentemente identificata
(Spiegel et al., 2005), sembra responsabile di fonaa di malattia di Krabbe
determinata dalla delezione di tre basi nel genka daposina A (per il ruolo della
famiglia delle saposine vedi leucodistrofia metatatica) che determina I'assenza di
un residuo di valina in posizione 11 della proteira saposina A sarebbe causa di un
deficit nel metabolismo della galattosilceramide slembrerebbe confermare il ruolo

di attivatori svolto dalla famiglia delle saposine.
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Manifestazioni cliniche:

Esistono due forme cliniche principali, differerteian relazione all’eta d’esordio: la
forma infantile (ad esordio tra il primo ed il dodsimo mese e che rappresenta I'85-
90% dei casi) e le forme ad esordio piu tardivo15@6 dei casi) che comprendono la
forma tardo-infantile o giovanile precoce (ad eswifda il primo ed il terzo anno di
vita) e la forma late-onset.

Forma infantile: presenta tre stadi caratteristici:

Stadio |: & caratterizzato da irritabilita, staezia, arresto dello sviluppo
mentale e motorio ed episodi di ipertermia in agaedi infezione, probabilmente
determinati da interessamento dell’ipotalamo. Imbao, normale nei primi mesi
dopo la nascita, diventa progressivamente ipersgasigli stimoli acustici, tattili o
visivi e piange senza motivo. Alcuni bambini tengama postura caratteristica con
pugni serrati e appoggiati lungo i fianchi. Lieveardo o regressione psicomotoria,
vomito e difficolta di nutrizione portano ad unaogressiva perdita di peso con
aspetto emaciato. In altri casi una neuropatiafggeza o la comparsa di quadri
convulsivi rappresentano la modalita d’esordio alethalattia in assenza di altri
sintomi. La proteinorrachia € aumentata gia in tustadio.

Stadio II: E’ caratterizzato da rapido deterioratnementale e motorio con
ipertonia, gambe iperestese ed incrociate, brdtesge e capo iperesteso. Compare
iper-reflessia e, meno frequentemente, epilessiadeclonica. Atrofia ottica e ridotta
risposta pupillare agli stimoli luminosi sono fremti, mentre la neuropatia periferica
non e evidente all’esame clinico, specie se I'edsamento centrale € preponderante.

Stadio lll: Questo stadio viene a volte raggiunéb giro di pochi mesi, altre

volte piu tardivamente, e rappresenta uno stadietggminale in cui il bambino € in
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decerbrazione, cieco, incapace del benche minimamemto volontario e incapace
di contatti col mondo esterno.

L'etd media di decesso € intorno ai 13 mesi andahealsuni pazienti muoiono
precocemente intorno agli 8 mesi, per infeziongliobrrenti o difficolta respiratorie;
sono stati segnalati casi di sopravvivenza fin@-8ianni. | sintomi della malattia si
esprimono a livello del sistema nervoso, non e gmes visceromegalia, la
circonferenza cranica puo essere normale o supe@tln norma e sono stati
riscontrati casi di idrocefalo. In un soggetto sostate evidenziate formazioni
puntiformi rosso ciliegia in sede maculare ed iraltro, la cui diagnosi venne fatta in
utero, fu evidenziato uno sviluppo psicomotoriolaelorma nei primi due mesi di
vita con iporeflessia tendinea profonda e riduzideka velocita di conduzione a sette
settimane e successivamente debolezza nucale.

Forma ad esordio tardivo:

| soggetti con esordio tardivo di malattia appaiqrerfettamente normali fino a
guando compaiono debolezza, cecita e regressiaekettiva. Il decorso clinico di
queste forme € estremamente variabile. |1 soggetti esordio tardo-infantile e
giovanile con sintomi che compaiono dopo il primmmna di vita possono presentare
alterazioni aspecifiche con difficoltd di deambudae, cecitd e perdita delle
acquisizioni motorie. Nelle forme tardo-infantildg sei mesi a tre anni) possono
essere presenti, inoltre, irritabilita, regressiqgu@comotoria, debolezza, atassia e
cecitd, mentre nelle forme giovanili (da 3 a 8 amrpazienti sviluppano cecita con
emiparesi, atassia e regressione psicomotoria ¢umioi rapido e decorso
successivamente progressivo. Questo quadro reguessicui entita € imprevedibile,
determina il decesso fra i 2 ed i 7 anni dalla dasj Alcuni soggetti presentano un

esordio nell'adolescenza od addirittura in eta @dabn perdita della destrimania,
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parestesie alle estremita, debolezza senza impégedettivo, riduzione delle
velocitd di conduzione motorie e sensitive ed ioual pazienti € presente un
deterioramento mentale e fisico progressivo.

Le forme ad esordio nell'etd adulta comprendonossiggetti nei quali la diagnosi
viene posta tardivamente, a causa dell’'aspecifada sintomi in fase iniziale
(deambulazione incerta a base allargata, parapspastica), sia casini cui I'esordio
della malattia € realmente nella seconda decadeitdi Il fenotipo clinico e
estremamente variabile persino all'interno di unassa famiglia, nonostante la
presenza delle medesima mutazione genica. Norteéadtaervata alcuna correlazione
fra eta d'esordio ed attivita residua della GALCjsunata nei leucociti o nei
fibroblasti in coltura; esiste invece una corredaa fra il genotipo e I'eta d’esordio
della malattia come precedentemente illustratoansdizione dedicata alla genetica

molecolare.

Anatomia patologica:

L’accumulo di galattocerebroside e galattosilsfsiga determina una progressiva
demielinizzazione che interessa la sostanza bigmeaventricolare, il centro
semiovale, la sostanza grigia pontina, il talanhajuicleo dentato ed il cervelletto,
mentre le fibre arciformi sottocorticali sono inngee risparmiate. Nelle fasi terminali
della malattia predominano grave atrofia ed idralcemarcato, inoltre abitualmente il
processo interessa anche il midollo ed i nervifped. Istologicamente, nelle sedi
colpite dal processo patologico, e riscontrab#esdenza pressoché totale di mielina e
la sostituzione dell'oligodendroglia da parte diogi cicatriziale. All'interno di
guest'ultima, in sede perivascolare, si ritrovanguminosi istiociti, le “cellule

globoidi”, contenenti i metaboliti in eccesso.
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Diagnosi:

Clinica: I soggetti con forma infantile sono diagnosticatila base dell’associazione
di irritabilita, ipertonia, deterioramento neuroilog progressivo, interessamento della
sostanza bianca alla MRI, neuropatia perifericapedproteinorrachia. Nei soggetti
con esordio tardivo di malattia (sei mesi-quintaat®) compaiono debolezza, cecita
e regressione intellettiva.

Neuroimaging:Atrofia cerebrale diffusa, simmetrica e progreassono caratteristici
della fase avanzata di malattia. Negli stadi prelmstudio tramite TC puo essere del
tutto normale e [l'atrofia della sostanza bianca rgi@ pud comparire solo
tardivamente. Sono presenti invece ipodensita deltianza bianca, in particolare in
sede parieto-occipitale, anche se questi aspettpd€3ono essere comuni ad altre
malattie della sostanza bianca. Lo studio MRI innage evidenzia una
demielinizzazione del cervelletto e del tronco éalgeo ed é piu efficace della TC
nello studio dei pazienti con malattia di Krabbe&ls se sono stati descritti casi di
pazienti con MRI negativa e quadro TC con iperdardel cervelletto, dei talami, del
caudato, della corona radiata e del tronco encefdlipazienti con malattia di Krabbe
e severa demielinizzazione presentano al’MRI igensita in T2 con perdita
dell'anisotropia di diffusione e segnale elevale ahmagini diffusion-weighted ed il
calcolo dei valori di T2 nella sostanza bianca i@ataiuta a definire il grado di
demielinizzazione. Nei soggetti con esordio tardiutteressamento della sostanza
bianca e localizzato prevalentemente in sede dat@pé nel centro semiovale.

Alle immagini diffusion-weighted, nelle fasi predpsi evidenzia un iperintensita di
segnale lungo la linea di progressione del procelisdemielinizzazione attiva
probabilmente determinato da un certo grado di @dem corrispondenza del

rivestimento mielinico. Nelle fasi piu avanzatsdignale diventa ipointenso in seguito
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ad una completa perdita del rivestimento mielin@m conseguente decremento
dell'anisotropia ed aumento della diffusivita.

L’'H-MRS mostra un elevato rapporto Cho/Cr, un basgaporto NAA/Cho ed, in
alcuni casi, la comparsa del picco del lattato.

EEG (elettroencefalogramma): Normale in fase ihézjgresenta, piu tardivamente,
una attivita di fondo lenta e disorganizzata caerakioni asimmetriche.

EMG (elettromiografia) e NCV (velocita di conduzeonervosa): Riduzioni evidenti
delle velocita di conduzione nervosa, in partioeldella motoria.

Test di laboratorio:

Studio dell'attivita enzimatica della GALC:

- studio in vitro con galattocerebroside marcegtettuato in laboratori specializzati,

studio su leucociti isolati da sangue epariaiaz

- studio su fibroblasti in coltura.

| pazienti affetti presentano una evidente ridugiaiell’attivita della GALC fino ad
un livello pari allo 0-5% rispetto ai soggetti n@ln La presenza di soggetti con una
attivita enzimatica intorno all’8-20% rispetto abrmale, ma sani o con patologie
neurologiche non correlabili alla malattia di Krabbpongono seri problemi di
diagnosi differenziale (polimorfismi e mutazionieterozigosi sono stati riscontrati in
alcuni di questi casi). Lo studio dell'attivita BelIGALC viene effettuato anche sulle
cellule dei villi coriali (10a-12a settimana) e cllule prelevate tramite amniocentesi
(15a-18a settimana) con finalita di diagnosi praleat

Test genetico-molecolari: E’ disponibile lo studahnico per le mutazioni da
delezione di 30kb e per la mutazione puntiforme-A&B809, mentre |'analisi

dell'intero gene tramite sequenziamento viene effb a soli fini di ricerca.
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Diagnosi differenziale:

Una storia delle tappe evolutive a partire dai pnmesi di vita insieme all’analisi del
deterioramento psicomotorio sono sufficienti aatiéinziare la malattia di Krabbe da
malattie del SNC a carattere non progressivo djireei congenita o perinatale. La
differenziazione invece rispetto ad altre malattegenerative progressive &€ spesso
difficile. Esse comprendono la leucodistrofia metatatica, le ceroido-lipofuscinosi,
la GM1 e la GM2 gangliosidosi, I'adrenoleucodisi@oiX-linked, la malattia di
Canavan, la malattia di Pelizaeus-Merzbacher edlatira di Alexander.

Terapia:

Il trattamento dei pazienti con malattia di Krablael esordio infantile ha
prevalentemente carattere sintomatico con terapiasuppporto per controllare
lirritabilita e la spasticita. Nelle forme infalitin assenza di sintomi ed in quelle ad
esordio tardivo con impegno neurologico moderaté wntato il trapianto di cellule
staminali ematopoietiche con miglioramento del dssmoed, in alcuni casi,
regressione dell'impegno neurologico, ma gli steulyli effetti a lungo termine sono
ancora in corso. Il trapianto di cellule staminalutero e stato finora tentato tre volte
con modesti risultati. Sono in corso studi su miodeimali per trattamenti alternativi
come terapia genica, trapianto di cellule staminalironali, terapia per la riduzione
dei livelli di metaboliti tossici, terapia con clepnes chimici.

. ADRENOLEUCODISTROFIA X-LINKED (X-ALD)

L’Adrenoleucodistrofia € una malattia perossisomigdusata da una mutazione di un
gene legato al cromosoma X che determina un difedtiap ossidazione lipidica con
conseguente accumulo di acidi grassi saturi a aatepito lunga (VLCFA) in tutti i
tessuti dell’organismo. La malattia colpisce priraarente il rivestimento mielinico

del SNC, le ghiandole surrenali e le cellule di digydel testicolo. Descritta per la
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prima volta nel 1910 (Haberfeld and Spieler), selooaltri nel 1913 (Schilder), venne
definita nei suoi aspetti principali da SiemerliagCreutzfeld nel 1923. La malattia
presenta una incidenza di circa 1,1-1,6 casi su0D0Cabitanti negli USA e 2 casi su
100.000 abitanti in Olanda con una frequenza dellandizione di
eterozigosi/emizigosi pari a 1 su 16.800 abitabf. presentazione clinica della
malattia € ampiamente variabile anche all'internora stesso gruppo familiare.

Nei soggetti di sesso maschile sono stati destmttiliversi fenotipi clinici:

1. Forma cerebrale infantile (childhood cerebratrfp
2. Adrenomieloneuropatia
3. Morbo di Addison come sola manifestazione clnic

Nei soggetti di sesso femminile si calcola che(i15% delle eterozigoti possano
sviluppare un quadro di adrenomieloneuropatia @magaresi spastica a partire dalla
terza fino alla quinta decade di vita.

Principali aspetti di genetica molecolare:

La malattia € determinata da una mutazione di uregBABCD1, localizzato sul
cromosoma Xg28 costituito da 10 esoni che si estemger circa 20 kb. Il gene
codifica per una proteina, 'ALD protein (ALDP) @45 aminoacidi che appartiene
alla famiglia delle ATP binding cassette e precieata sovrintende alla sintesi della
forma 1, sottofamiglia D (Mosser et al., 1993).

La proteina si aggrega in forma omodimerica e, it@nsei domini idrofobici
transmembranari, forma un trasportatore di membraaa localizzazione
perossisomiale. Le membrane perossisomiali presera#tri tre trasportatori ABC
con notevoli analogie con 'ALDP (la PMP 70, la PNGR [P70R] e I'ALD-related
protein [ALDR]) che possono formare eterodimeri cbALDP. L'ALDR in

particolare (12g11) mostra circa il 66% di analadji@equenza con I'’ALDP e risulta
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particolarmente interessante vista la capacit@stitsiirsi alla ALDP nella sua attivita
funzionale.

La principale conseguenza della mutazione sul plainohimico € un accumulo di
acidi grassi saturi a catena molto lunga (VLCFA)ine particolare degli acidi
eicosaesaenoico (C26:0) e eicosatetraenoico (CZ&ti0gtudi condotti agli inizi degli
anni ottanta (Hashmi et al., Singh et al.) avevéato pensare che il deficit
responsabile della malattia consistesse in unattaidattivita funzionale della
lignoceroil-CoA ligasi responsabile dell'attivazendegli acidi palmitico e
lignocerico; mentre alla fine degli anni ottantapenso ad una ridotta attivita della
VLCFA-CoA sintetasi per un deficit di trasporto win suo cofattore o per una sua
mancata localizzazione perossisomiale. Con la @éfime del gene e I'identificazione
della mutazione responsabile della malattia & giasibile studiare la proteina che,
lontano dall’avere una funzione enzimatica, svoige ruolo di trasportatore di
membrana ed é indispensabile al proces$oadisidazione perossisomiale.

La B -ossidazione degli acidi grassi si svolge con meistno carnitina dipendente a
livello mitocondriale e con meccanismo non dipernéedalla carnitina a livello
perossisomiale. L'ALDP, come trasportatore di meanby interverrebbe facilitando
I'interazione tra perossisomi e mitocondri, e makporto dei VLCFA all'interno dei
perossisomi. La malattia sarebbe determinata deacgumulo dei VLCFA non
degradati in sede perossisomiale ed in particotlai€acido eicosaesaenoico con
effetti tossici a carico delle cellule, come dinmagt sui fibroblasti in coltura, e nella
mielina stessa (Fig. 12). Recentemente si e ipattizzhe nel determinismo delle
lesioni possa intervenire anche un processo di dmimmune (Federico et al.) o
comunque un processo inflammatorio determinato Harazioni delle cellule

microgliali, in cui la proteina e espressa, con dimzzazione.
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Fig. 12: Possibile meccanismo alla base della H@zizazione
della  membrana mielinica determinata dall’accumudid
VLCFA nellALD. Come effetto dell'inefficienza defrasporto
dei VLCFA in sede perossisomiale i VLCFA non vengon
trasformati in acidi grassi a catena lunga e tendad
accumularsi nella struttura bilaminare della membraielinica
con alterazione della sua stabilita termodinamitatt¢ da
Barkovich AJ 2000)

Sono state identificate oltre 300 mutazioni delegdncui il 53% sono non ricorrenti:
delezioni (4%), mutazioni frame-shift (23%), mutazinon-sense (10%), inserzioni e
delezioni in-frame (5%) e mutazioni missense (59%ca il 70% delle mutazioni si
associano ad assenza della proteina e questo awispiegabilmente anche in caso
di mutazioni missense. L’eterogeneita geneticoigdirdi questa malattia ha inoltre
portato a supporre (Maestri and Beaty, 1992) ursipise modello a due loci con la
presenza di un gene modifier dominante o recessgneogiustificherebbe la diversa
espressivita clinica della malattia all'internondédesimi gruppi familiari.

CADDS: Sono stati descritti in letteratura (Corzo et i) maschi che presentavano
una mutazione della porzione 5’ del gene ABCD1,od@nata CADDS (contiguous
ABCD1) con un esordio precoce di una sindrome siralla X-ALD con colestasi
neonatale, ipotonia e ritardo di sviluppo. Nessdero pazienti presentava anomalie
cranio-facciali ed i pazienti sono deceduti intormlol anno di vita. | livelli dei
VLCFA risultavano elevati ma gli studi sul metalsalio perossisomiale erano nella
norma.

Manifestazioni cliniche:

La malattia e caratterizzata da un ampio spettrandnifestazioni cliniche con
variazioni anche all'interno di una stessa famighaolti pazienti, nonostante la
mutazione, rimangono asintomatici fino alla quadiecade od oltre. Sono stati

riconosciuti tre fenotipi clinici:
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Forma cerebrale infantil¢35% dei soggetti affetti):
La comparsa dei primi sintomi avviene intorno & 4nni con un picco ai 7 anni,
anche se sono state descritte forme ad esordi@mplivo (adolescenza ed eta adulta).
I maschi affetti presentano all’esordio alterazialgl tono delll'umore e deficit
dell’apprendimento, spesso appaiono confusi peotapresenza di deficit attentivi o
per iperattivita. | sintomi persistono per mesi, elvono piu tardi in un quadro
sintomatologico particolarmente invalidante caraiato da deficit dell’attenzione,
diminuzione delle performance scolastiche, peidtifta nella scrittura e nella lettura,
ed incomprensione del linguaggio (nonostante lapmrante percettiva sia integra),
anomalie dell'orientamento spazio-temporale, gajfag, incoordinazione motoria,
deficit visivi fino ad occasionale diplopia, labdliemotiva ed aggressivita. A volte un
quadro epilettico puo costituire il primo sintomelld malattia.
Una volta che l'impegno neurologico si rende mastdela patologia tende a
progredire rapidamente fino a portare ad uno statgetativo nel giro di 1-2 anni
seguito dal decesso, anche se il decorso e limpegimico sono estremamente
variabili. La maggior parte dei soggetti presentainteressamento della funzione
adrenocorticale che compare in genere in coincaleon i disturbi neurologici.

Adrenomieloneuropatiéd0-45%):
La malattia si presenta in soggetti di sesso miesaftorno ai 20-40 anni e compare
sotto forma di debolezza ed affaticamento prinaigalte localizzato agli arti
inferiori, anomalie del controllo sfinteriale e filiszioni sessuali con ipogonadismo. |
sintomi presentano carattere progressivo e ciréd-#5% dei soggetti sviluppa un
interessamento cerebrale ed una sintomatologiluglica che pud variare da deficit
mnesici, visivi, difficolta di scrittura, paraparespastica fino ad un quadro

demenziale o ad una sindrome di Balint (disordimguaspaziale con deficit di
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fissazione, atassia ottica e paralisi psichica) odeé 10-20% dei casi porta a
compromissione delle funzioni cognitive e del tated’'umore con disabilita e morte
precoce. Il 70% dei pazienti con adrenomieloneurappresenta compromissione
adrenocorticale.
Morbo di Addison come sola manifestazione clirfid2®6 dei soggetti affetti):
I maschi affetti presentano segni di insufficierszarenalica in alcuni casi a partire
dall'eta di 2 anni ma piu frequentemente intorno7aanni. Compaiono vomito,
debolezza fino al coma con successiva diagnosi atbondi Addison. Pud essere
presente iperpigmentazione cutanea da iperseceediohCTH.
Nel 5-10% dei maschi affetti la malattia si puogemtare in forma anomala con:
1: Cefalea, aumento della pressione intracraniogaresi, deficit visivi, afasia.
2: Disturbo del tono dellumore a carattere prognas demenza, paralisi in eta
adulta.
3: Incoordinazione ed atassia (bambini o adulti)
4: Vescica neurologica, anomalie della peristalsipotenza con o senza disturbi
neurologici o endocrini.
5: Nessuna evidenza di impegno neurologico ed eimnc
Non esiste alcuna correlazione genotipo-fenotipo.

Anatomia patologica:

Gli organi piu colpiti sono il Sistema Nervoso esurreni, la cui attivita dipende dal
metabolismo lipidico.

A livello cerebrale le alterazioni vennero deserpier la prima volta da Schaumburg
et al nel 1975, i quali evidenziarono aree di démizazione circondate da una
reazione inflammatoria che iniziava nella sostdmaaca sottocorticale posteriore per

poi estendersi progressivamente in direzione amteriCostante € il coinvolgimento
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delle vie acustiche ed ottiche fino ad arrivaresé@te caudale, a livello del tronco
encefalico. Il processo patologico risparmia invecébre arciformi sottocorticali(U
fibers). Sono state descritte forme atipiche d'ésocon inizio del processo in sede
frontale, a livello del corpo calloso, del forcepsjor, della corona radiata, del tronco
e dei peduncoli o con localizzazione monolateraleoo presenza di calcificazioni
situate in genere in zone inattive. Nelle areeit®kono riconoscibili tre zone:

- zonal: presenza di macrofagi PAS positivi e safila a distribuzione sparsa e
degenerazione mielinica con risparmio assonales@Qusona rappresenta il fronte di
avanzamento del processo ed ¢ rilevabile nellagesmce di malattia.

- zonaZ2: adiacente alla prima, presenta framnesidui di assoni mielinizzati e
risposta inflammatoria con accumulo perivascolamatcrofagi contenenti lipidi.

- zona3: la piu estesa, corrisponde alla faseattivita del processo patologico con
gliosi fibrillare e proliferazione astrocitaria canomparsa dell'oligodendroglia, degli
assoni e delle guaine mieliniche.

A livello surrenale si rileva atrofia della sostaneticolare e fascicolata con presenza
di cellule rigonfie e di aspetto striato in sedeicale.

Diagnosi:

Test di laboratorio Dosaggio della concentrazione, nel plasma o ibeolflasti in
coltura, degli acidi grassi a catena lunga (VLCFH)imente nel 99,9% dei casi. | tre
parametri analizzati sono la concentrazione dei:@2#6 rapporto C24:0/C22:0, il

rapporto C26:0/C22:0

Valori normali | Maschi con X-ALD Femmine portatrici
C26:0ug/ml 0,24+0,14 1,30+0,45 0,68+0,29
C24:0/C22:0  0,78+0,10 1,71+0,23 1,30+0,19
C26:0/C22:0 0,01+0,003 0,07+0,03 0,04+0,02
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L’interessamento surrenalico (presente nel 90%edeltme con interessamento del
SNC e nel 70% dei casi di adrenomieloneuropatia) @ssere evidenziato tramite
dosaggio dellACTH e della concentrazione del soity dopo test di stimolo con
ACTH.

Neuroimaging L'MRI presenta anomalie nella maggior parte deggetti con
sintomatologia clinica manifesta ed evidenzia umawto dell'intensita di segnale in
T2 nelle aree parieto-occipitali con aumento deltiasto marginale. L'espressione
della proteina mutata € limitata al corpo callosdla capsula interna ed alla
commissura anteriore (dove la demielinizzazionelemes prima) per poi diffondere
alla sostanza bianca occipitale ed ai tratti cosjpinali (I'interessamento dei tratti
corticospinali pontomidollari rappresenta un eletogmeculiare di questa malattia e
fornisce un criterio diagnostico di crescente ie$se) e corticopontini. L'aumento del
contrasto marginale &€ imputabile ad un effetto makgerminato dall’'infiammazione
e dalledema che circonda larea di demielinizzagioe man mano che
linflammazione scema l'aumento del contrasto scamapcon esito in atrofia
localizzata. Alle immagini Diffusion weighted lestdiverse zone che caratterizzano le
lesioni (area centrale completamente demielinizaata intermedia inflammatoria ed
area esterna di demielinizzazione attiva) si dinaost rispettivamente ipointensa,
iperintensa ed lievemante ipointensa. Al Diffustensor, che dimostra un alto livello
di sensibilita nellindividuazione della demieliaazione precoce, si evidenzia un
incremento della diffusione isotropica ed una ridoe della FA ma in molti casi il
dto presenta una certa incostanza.

Nell’adrenomieloneuropatia le immagini diffusionigleted sembrano mostrare un

basso grado di demielinizzazione compatibile caebdso clinico piu blando.
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Alla H-MRS si evidenzia una riduzione del picco NAA un aumento del rapporto
Cho/Cr ed, a volte, la comparsa del picco deltlatte’'uso di sequenze a TE basso
(TE=30 ms) permette dei meglio evidenziare il picod L'H-MRS si dimostra
particolarmente utile nell'evidenziare e nel segunel tempo la progressione della
malattia quando ancora la sostanza bianca apparal®al’MRI.

Diagnosi clinica: Di fondamentale importanza nel distinguere le digesottoforme
per esordio e caratteristiche cliniche.

Test genetico molecolarSequenziamento del gene (Boehm et al. 1999) éh&awu
Blot per le delezioni.

Diagnosi prenatale cariotipo ed eventuale dosaggio dei VLCFA negfingciti o
nelle cellule dei villi coriali in coltura; i tegfenetici vengono condotti unicamente nel
caso in cui il prodotto del concepimento sia dissemaschile e sia presente la
mutazione nella storia familiare.

Diagnosi differenziale:

Forma cerebrale > Altre leucodistrofie (leucodistrofia metacromatitaycodistrofia

infantile a cellule globoidi), encefalite subacuta sclerosaSiv, malattia
di Lyme, sindrome Allgrove (acalasia, alacrimia,stdrbi
autonomici e morbo di Addison), altre patologie apradro di
tipo demenziale.

Adrenomieloneuropa S SM, paraparesi spastica progressiva, ALS, deficivithmina
tia B1,, tumori midollari, spondilosi cervicale

Pazienti con il solo S Tutti i pazienti con insufficienza surrenalica pitiva
Morbo di Addison dovrebbero essere sottoposti a dosaggio dei VLCss&redo la
X-ALD le principale causa genetica di morbo di Asluh.

Nelle altre forme S A seconda della sintomatologia:
sindromiche che — Tumori cerebrali, MELAS, CADASIL
. — Morbo di Alzheimer, encefalopatia tossico-alcoglica
co[)npalqno r?el 5> esposizione a solventi tossici, psicosi
10% dei casi — Degenerazione olivo-ponto-cerebellare ed altre reimil
atassiche

— Altre cause di vescica neurogena, problemi intektied
impotenza.
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Terapia:

In caso di insufficienza surrenalica si praticapea sostitutiva corticosteroidea con
rivalutazione periodica in assenza di impegno aubrerticale. La terapia non ha
effetti sulla sintomatologia neurologica.

Terapia dietetica La terapia con I'olio di Lorenzo (mistura di aesicerucico ed
oleico), per normalizzare i VLCFA, che tanta atiene aveva provocato
nell’opinione pubblica, non sembra essere in grdidarrestare la progressione della
malattia. Sono in corso studi per stabilire se tuéesrapia sia in grado, nei soggetti
con assenza di impegno neurologico, di procragtidar comparsa o ridurre la
frequenza e I'entita dei sintomi neurologici. Eatst proposto I'utilizzo terapeutico
della lovastatina e del 4-fenil butirrato, ma laolefficacia sul piano clinico non é
stata ancora completamente accertata.

Trapianto di cellule staminaliE’ I'unica terapia per i soggetti con interessatoedel
SNC alla MRI ed i risultati sono positivi in sogtieton QI> 80. Non é risultato
efficace nei soggetti senza anomalie allMRI o cmmomalie al neuroimaging in
assenza di sintomi neuropsicologici o0 neurologiciino pazienti nei quali la
compromissione intellettiva € particolarmente gra&ecentemente, in 5 pazienti, si e
tentata una terapia genica con autotrapianto tiileeCD34+ corrette geneticamente
tramite vettore lentivirale.

Adrenoleucodistrofia pseudoneonatale

Descritta per la prima volta nel 1988 (Poll-Theaké) € una sindrome clinica che
ricalca I'adrenoleucodistrofia, ma che e causatardaleficit di un gene localizzato
sul cromosoma 17925 che codifica per I'Acil CoA idasi (ACOX1). Il gene é
costituito da 14 esoni per una lunghezza di 33 &brerolla la sintesi di un enzima, la

palmitoil-CoA ossidasi, che agisce suflassidazione degli VLCFA catalizzando la
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desaturzione degli acil CoA a trans-enoil CoA. L'@X cede elettroni all’ossigeno
con formazione di perossido di idrogeno, markeleutella valutazione dell’attivita
enzimatica. Studi col Southern blot hanno permeésswidenziare una mutazione per
delezione di 17 kb nel gene di due soggetti affetlezione che inizia a valle del
secondo esone.

Un quadro clinico e biochimico analogo deriva da&fict di due altri enzimi
perossisomiali, enzima L-bifunctional e 3-ossa®@ACtiolasi, ma la mutazione
del’lACOX1 si associa ad un’alterazione biochimicgeno severa con livelli di
VLCFA piu bassi, minore compromissione deflassidazione e delki-ossidazione
dell’acido pristanico.

Il fenotipo clinico dei soggetti con adrenoleuctdiBa pseudoneonatale assomiglia a
guello dei soggetti con ALD o a quelli con sindroch&ellweger cerebrale o cerebro-
epato-renale. Il decorso sembra essere perd pnddyaassociato in alcuni casi a
qguadri dismorfici (ipertelorismo, polidattilia, eginto, orecchie ad impianto basso),
grave ipotonia, leucodistrofia a partire da 2-3iamm cecita, sordita e spasticita.

Si associa ad un aumento dei VLCFA nel plasma gerossisomi epatici non
presentano una diminuzione numerica ma sono autheetée loro dimensioni con

epatopatia microvescicolare ed anomalia del meitsholdegli acidi biliari.

SINDROME DI ZELLWEGER (ZS), ADRENOLEUCODISTROFIA
NEONATALE (NALD) E MORBO DI REFSUM DELL'INFANZIA (I RD).
Lo Zellweger syndrome spectrum costituisce unotspebntinuo di fenotipi clinici
che comprende la sindrome di Zellweger (ZS), I'adteucodistrofia neonatale
(NALD) e il morbo di Refsum dell'infanzia (IRD). T i disordini appartenenti allo

Zellweger spectrum presentano una notevole sewvdiitica con un interessamento
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diffuso a prevalente distribuzione cerebro-epat@ae con la ZS che presenta il
grado maggiore di severita e I'RD il grado piwvke

La sindrome di Zellweger, che rappresenta il prptoti questo gruppo di malattie,
venne descritta per la prima volta nel 1960 e retgbsi anni DeDuve et al., studiando
omogenati di fegato di ratto, identificarono perplama volta i perossisomi la cui
connessione con la sindrome di Zellweger divenne mvidente solo nel 1973
(Goldfisher et al.). Dieci anni piu tardi gli stughermisero di chiarire il ruolo
biologico dei perossisomi e, con esso, la loro ingrxa nel determinismo di alcune
patologie nelluomo.

Dal punto di vista demografico la prevalenza desodiini della biogenesi
perossisomiale si aggira intorno ad 1 su 50.00@reostante si tratti di malattie a
diffusione ubiquitaria sono state osservate diffeee di prevalenza nelle diverse
popolazioni (nei Giapponesi la prevalenza e pdrisa 500.000). L'insieme di queste
patologie si associa ad un ampio spettro di mataifé&mni morbose in cui € presente
un disturbo della mielinizzazione la cui definiziomecessita tuttora di ulteriori
chiarimenti.

Principali aspetti di genetica molecolare:

Lo Zellweger spectrum € determinato dalle mutazidnil2 geni differenti che
codificano per un insieme di proteine indispensadlla biogenesi perossisomiale,
alcune delle quali sovrintendono alla formaziondadenembrana organocellulare,
mentre altre sono implicate nel trasporto delletggn@ della matrice perossisomiale.
Una nomenclatura unificata e stata introdotta n@®6l1 (Distel et al.): i geni
responsabili sono indicati con la sigla PEX segdigaun numero progressivo, le

proteine sono indicate con la dizione di percossine
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Simbolo del gene

Locus romosomicag

Nome della protei

PEX 1 7921-922 Peroxisome biogenesis factor 1
PEX10 Cr.1 Peroxisome assembly protein 10

PEX 12 17g21.1 Peroxisome assembly protein 12
PEX13 2p15 Peroxisomal membrane protein PEX13
PEX14 1p36.2 Peroxisomal membrane protein PEX 14
PEX16 11p12-p11.2 Peroxisomal membrane protein BEX1
PEX26 22¢11.2 PEX26 protein

PEX3 6023-q24 Peroxisomal assembly protein PEX3
PEX6 6p21.1 Peroxisome assembly factor-2

PXF o PEX 19 1922 Peroxisomal farnesylated protein
PXMP3 8g21.1 Peroxisome assembly factor-1

PXR1 o PEX5 12p13.3 Peroxisomal targeting signaickptor

Si calcola che siano circa 32 le perossine immicedlla biogenesi, nella scissione e

nel trasporto all'interno dei perossisomi delle tpioe della matrice, tutte tappe

necessarie alla formazioni di perossisomi funziomglte competenti. Sono invece 13

le perossine (calcolando quella responsabile ¢IBP) la cui mutazione & associata

alle patologie che rientrano nel presente spetwdonso. All'interno dei perossisomi

si svolgono processi anabolici e catabolici di mote importanza ed in particolare la

-ossidazione degli acidi grassi (che avviene amclneello mitocondriale) e la sintesi

dei plasmalogeni. LaB-ossidazione dei VLCFA a catena lineare richiede un

complesso enzimatico che comprende la VLCFA-sisietéacil CoA ossidasi, la

proteina D-bifunctional (enoil CoA idratasi e 3idsiacilCoA deidrogenasi), e [a

chetotiolasi perossisomiale. Tutti questi enzings@ntano la sequenza PTS1, eccetto

la B chetotiolasi perossisomiale che contiene la seu@®1S2, per il loro trasporto

all'interno dei perossisomi, ed intervengono anok#a modificazione della catena
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laterale degli acidi biliari a 27 atomi di carboni@ sintesi dei plasmalogeni inizia nei
perossisomi e procede nel reticolo endoplasma#idovello perossisomiale richiede
I'attivita di due enzimi (diidroacetone fosfato [[IR] acil transferasi e alchil DHAP
sintetasi) anche essi dotati delle sequenze PTBISR. L'impatto delle mutazioni di
geni PEX puo essere studiato valutando la morfalatgi perossisomi e la loro
capacita di trasporto delle proteine con sequenZalPe 2 (per la PTS1 si usano
anticorpi contro la catalasi o la sequenza carberssinale SKL per la PTS2
anticorspi contro lg3 chetotiolasi, la fitanoil CoA idrossilasi o I' &t DHAP
sintetasi).

I geni finora piu studiati (cinque mutazioni [PEXAEX6, PEX26, PEX10 e PEX12])
che sono responsabili del 90% dei casi clinici @néEno un ampio spettro di
alterazioni che vanno dalle delezioni, alle mutaziwonsense, alle mutazioni frame-
shift e a quelle puntiformi.

Manifestazioni cliniche:

In linea generale i disturbi che rientrano nelldi\Zeger spectrum si presentano nel
periodo neonatale con un quadro di ipotonia (coiicitiedi suzione, salivazione e

motilita spontanea assente), associata frequentengerconvulsioni e disfunzioni

epatiche itteriche. Sono evidenti dismorfismi coafacciali (fronte alta, fontanella

anteriore ampia, sopracciglia sottili, radice detm allargata, epicanto, palato ogivale,
micrognazia, ampiamento della cute del collo) eekathici (piede equino varo,

contratture) con calcificazioni. Nei bambini pitagdi si manifestano con atrofia
ottica, sordita neurosensoriale, ipotonia e disfumz epatica. La severita

dell'interessamento visivo ed uditivo € estremamerdriabile e I'impegno epatico

puo manifestarsi con sanguinamenti anomali da itleflei fattori vitamina K

dipendenti. E’ raro che queste condizioni morbasemaiano solamente in eta adulta,
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anche se sono stati descritti dei casi di quegto in letteratura con principale
impegno uditivo (Moser at al. 1995).

La sindrome di Zellwegerin particolare si presenta in eta neonatale cotoipa,
facies caratteristica, convulsioni, cisti e dishame epatica, condrodisplasia punctata.
| pazienti giungono al decesso nei primi anni da\per compromissioni respiratorie
fino all'apnea e frequenti malattie infettive rasporie.

L’ adrenoleucodistrofia neonatale ed il Morbo di Refsum dell'infanzia si
presentano sin dalla nascita, ma spesso vengowoaditicati piu tardivamente in
relazione al ritardo di crescita, ed alla compr@moise uditiva e visiva. Presentano
anche episodi emorragici fino al versamento endoooa Il decorso &€ estremamente
variabile, alcuni soggetti sono gravemente ipotpnmentre altri conservano la
capacitd a deambulare anche in fase avanzata. lattiména comunque carattere
progressivo e I'impegno visivo ed uditivo peggiom passare degli anni cosi come |l
quadro leucodistrofico centrale con conseguentelifgedelle abilita acquisite in
precedenza.

La variabilita della presentazione clinica non éelata alla mutazione responsabile
della malattia se si eccettuano le mutazioni del&X3, della PEX16 e della PXF
(PEX19) che in genere si correlano al un quadmicgimente piu severo. Non esiste
inoltre nessuna correlazione tra il fenotipo biotlsb e la severita della malattia
anche se uno studio suggerisce che due alterdamechimiche (DHAP-AT e i livelli

di B-ossidazione dei C26:0) correlino con la soprawhgenei soggetti PBD e ZSS.
Una correlazione fra genotipo e fenotipo clinicoedlulare sembra pero esserci se e
vero che le mutazioni frame-shift sono associateuaddeficit perossisomiale piu
grave ed esiste una diversa severita clinica frdiverse forme di mutazione del

PEX1. Quadri analoghi allo ZS possono essere detatimda deficit enzimatici
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isolati

(vedi

Pseudo-Zellweger) dell@-ossidazione perossisomile (enzima D

bifunctional, acil-CoA ossidasi, acetil-Coa-acitisferasi) e vengono identificati con

la sigla SED (single enzyme deficiency).

Diagnosi:

Test di Laboratoriol test effettuati su sangue ed urine devono essariEermati sui

fibroblasti in coltura e comprendono:

solo

una

dosato in: | valori anomali Limiti del test
Falsi positivi nei campioni non inviati per
tempo al laboratorio od emolizzati, falsi
Aumento dei C26:Q,positivi nei soggetti in dieta chetogenica.
(VLCFA) | plasma dei C26:1 e delFalsi negativi per basse concentrazioni di
rapporto C24/C22 gHDL e LDL (C26:0 e C26:1 nella norma e
del rapporto C26/C22| rapporto C24/C22 e (C26/C22
modestamente elevati). Valori normali nella
RCDP
Acido L'au_r_nento d_egli a_cidi grassi a catena
fitanico  ed o ramlflca'Fa Si .reallzza solo_ con U
acido plasma Aumento dei livelli |introduzione alimentare dell’acido fitanico
. . per cui i valori saranno normali, anche nei
pristanico soggetti malati., in fase neonatale.
Membrane | plasmalogeni C16 d livelli dei plasmalogeni negli eritrociti

Plasmalogeni

eritrocitarie

C18
diminuiti

risultang

cresce con I'eta e livelli diminuiti non sono
costanti alla nascita nei soggetti affetti

Acido

Plasma/

L’aminoacido

risultg

L'escrezione di acido pipecolico

E alta nel periodo neonatale e diminuisce
con il passare degli anni. Il dosaggio del
solo acido pipecolico non € informativo

pipecolico urine aumentato (valutare !nsieme a VLCFA €
plasmalogeni) e pud aumentare nei soggetti
con epilessia piridossina dipendente e in
soggetti con ritardo psicomotorio in forma
isolata.
e Plasma/ A.c.:cumu.lo di ag:idc e e .
Acidi biliari urine diidrossicolestanoico gAlcuni deficit sono di difficile detezione

trildrossicolestanoico

by

Mosaicismo perossisomialéNella valutazione dei test di laboratorio é intpate

tenere in considerazione la possibilita di una eade di mosaicismo

Test genetico molecolarl.e mutazioni della PEX1 sono responsabili del 6580 d

casi; quelle della PEX6, PEX26, PEX10 e PEX12 diuilteriore 26%; quelle della

PEX2, PEX3, PEX5, PEX13, PEX14, PEX16 e PEX19 d6%n
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L’analisi genetica e finalizzata all’identificazierdei portatori della mutazione, alla
diagnosi prenatale e alla prognosi, per quantoilpiessn relazione alle correlazioni
genotipo-fenotipo. Sono disponibili per uso clinitm mutazioni della PEX1 con
sequenziamento dell’esone 13 e 15 (mutazioni paguenti) e sequenziamento
dell'intero gene e degli esoni ed introni della PEREX5, PEX6, PEX10 e PEX12.
Gli altri geni vengono sequenziati solo con firalii ricerca scientifica.
Immunocitochimica:Lo studio immunocitochimico sui fibroblasti in cota ha
evidenziato un fenomeno noto con il termine di Skitita alla teperatura”, per il
quale le cellule incubate a temperature piu ba38® ontro 37°) presenterebbero un
fenotipo funzionale meno grave. Questo fenomeneebbsr da correlare alla
conformazione piu distesa delle proteine alle bass®gerature e potrebbe avere un
ruolo importante in relazione alla scoperta di mole di basso peso molecolare che
potrebbero, in vivo, simulare condizioni simili t@éimperatura. L'incubazione alle alte
temperature avrebbe poi un ruolo importante neltesbare i deficit funzionali cosi
da smascherare fenotipi della malattia meno sewene in alcuni casi di mosaicismo.

Diagnosi differenziale:

La diagnosi differenziale varia in relazione aBedi presentazione ed agli aspetti
clinici principali

Sindrome di Down, sindrome di Prader-Willi,
SMA, distrofia miotonica congenita ed altre
miopatie come miopatia miotubulare X-linked o
miopatia multiminicore.

Forme ad esordio neonatale

Forme infantili S Sindrome di Usher tipo | e Il, altre sindromi con
sordita neurosensoriale e retinite pigmentosa,
sindrome di Cockayne, infezioni congenite,
malattia di Krabbe, leucodistrofia
metacromatica, malattie mitocondriali.
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Problemi di diagnosi differenziale si pongono anche altre malattie perossisomiali
come la adrenoleucodistrofia X-linked ed il sofiotiCADDS, I'adrenoleucodistrofia
pseudoneonatale. Anche in questo caso i test lmmchsono dirimenti anche se la
diagnosi differenziale con la CADDS richiede lodstudei fibroblasti in coltura.
Terapia:

Non esiste alcuna terapia curativa ed il trattameintjueste forme ha eminentemente
carattere sintomatico essendo finalizzato al tnegtato dei disturbi alimentari, della
sordita, della cecita e dellimpegno neurologicceedtico.

Terapia dieteticaE’ preliminare il controllo della quantita di cai@ introdotte con la
dieta e, se & presente un deficit alimentare eslb pesiste I'indicazione alla PEG. In
passato era stata proposta una dieta con un bassenato di acido titanico, ma
nessuno studio ne ha confermato I'efficacia. Soncorso lavori per valutare I'utilita
dell’'uso dell'acido decaesaenoico e degli acidabilprimari.

Le funzioni visiva ed uditiva necessitano di adeguealutazione, ed alterazioni della
coagulazione da deficit dei fattori vitamina K digenti devono essere trattati cosi
come quelli correlati a deficit di altre vitaminipdsolubili. In presenza di disfunzione
epatica bisogna trattare le complicanze (variciyrebdurre terapia con acidi biliari
primari che sembrano migliorare la funzione epatidacendo I'accumulo di acidi
colestanoici.

Pseudo-Zellweger e disordini perossisomiali monoeimzatici

Circa il 15% dei soggetti che presenta un fenotghaico compatibile con lo
Zellweger spectrum e che dimostrano un livello alevdi VLCFA nel sangue, e
affetto in realta da un’alterazione defeossidazione perossisomiale determinata da
un deficit monoenzimatico come quelli che interassienzima D-bifunctional, I'acil

CoA ossidasi (responsabile dell'adrenoleucodisarofiseudo-neonatale) e la 3-
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oxoacil-CoA tiolasi (o acetil-CoA aciltransferasikche vanno sotto la denominazione
di sindrome pseudo-Zellweger.

La 3-ossidazione perossisomilale opera l'ossidaziomd deidi grassi a catena molto
lunga (VLCFA) e di quelli a catena ramificata (isepoidi).

I VLCFA, in particolare, vengono attivati attravers loro conversione in CoA esteri
e trasportati in sede perossisomiale dalla protdana@msmembrana ALD (vedi
Adrenoleucodistrofia X-linked). L#-ossidazione procede quindi attraversol’attivita
sequenziale dell'acil-CoA-ossidasi (palmitoil-CoAsidasi), della proteina D-
bifunctional (composta dalla enoil-CoA idratasi ellad D-3-idrossiacil-CoA
deidrogenasi) e della 3-oxoacil-CoA tiolasi. Al t@mio gli acidi grassi a catena
ramificata [(2S)-pristanoil-CoA e (25S)-THCA-CoAgrmgono ossidati ad opera della
acil CoA ossidasi a catena ramificata e della jpmateli trasporto degli steroli X-

tiolasi (Figura 13).

(38 fitanoil-Cod .
VLCEA R -imoll-Col colastarelo Figural3 B-
v ot | I ossidazione dei
VLCEACod (2R}-uristascil-Codl (25RI-THCA-Ced VLCFA e deg li
Proins di - . . .
ALl L ¢““‘”"" #“‘“E““" acidi grassl a
VLCFA-Col "B (25} istanoil-Cak (258-THCA-Cod catena ramificata
. s - in sede
| Palmitoil-Cod essidasi | ‘ Acil ok mesidast 2 catens ramificats | . .
per055|som|ale
' — v v l (tratta da
| * — | L Proteina D- Clayton, 2001) .
| D3-idrossiacal-CoA desdroganasi U pfmenen
v v
‘ Proteina di frasporto degli stevoli Noticlas, |
v ~—
VLCFA-CoA (n-2) 4.8.12-tnmetil- coloil-CoA
tridecanoil-CoA

| quadri morbosi associati ai singoli deficit enatmi sono indistinguibili dalla
sindrome di Zellweger e si presentano con l'aszomne di quadri dismorfici,
ipotonia, epilessia ad esordio precoce, macrocral@acodistrofia, retinopatia,
epatomegalia fibro-steatosica, disfunzioni suriiehal osteoporosi ed alcuni casi di

idrocefalo (vedi deficit di enoil-CoA-idratasi).quadri clinici differiscono lievemente
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a seconda del deficit enzimatico in causa e reosii&e sono stati descritti casi di
soggetti affetti da deficit del trasporto di VLCR26A e di racemasi che mostrano un
fenotipo clinico ad esordio tardivo dominato daidetognitivo nella X-ALD, e dalla

retinopatia e neuropatia nel deficit di racemasi.

MALATTIA DI CANAVAN (o ACIDURIA N-ACETILASPARTICA)

La malattia di Canavan (o malattia di Caravan-vagdgrt-Bertrand o degenerazione
spongiosa del sistema nervoso centrale) € detetandala mutazione del gene che
codifica per la aspartatoacilasi. L’eponimo derivdalla prima descrizione
neuropatologica di un caso di leucodistrofia asgaca degenerazione spongiforme
cerebrale effettuata da Myrtelle Canavan nel 193 elescrizione clinica e del
modello di ereditarieta della malattia risale aldieo di van Bogaert e Bertrand del
1949. La malattia si presentava come una assonizitb macrocefalia e ritardo
mentale accompagnati da degenerazione spongifoenedrale. Il deficit enzimatico
alla base della malattia venne identificato nel888e sue basi genetico-molecolari
vennero definite nel 1993 con la clonazione dekgen

| casi descritti in letteratura appartengono pepid a famiglie di ebrei polacchi
(Banker et al. 1964) e caratteristica, nei casculitis € I'associazione di N-acetil-
aspartico aciduria insieme a leucodistrofia odfetrcerebrale (Hagenfeldt et al. 1967,
Kvittingen et al. 1986). Sebbene la malattia irdsreutti i gruppi etnici, la maggior
parte dei casi riferiti appartengono agli ebrei Kestazi e gli studi di frequenza si
Sono cosi concentrati su questo gruppo etnicolstatn una frequenza dello stato di
portatore compreso fra 1/40 ed 1/58, con un risehpoiori di malattia pari a 1/6400
fino ad 1/13.456. La frequenza dello stato di gortanella popolazione non ebrea

non & noto ma sembrerebbe comunque decisamentieiafad 1/40.
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Principali aspetti di genetica molecolare:

La malattia & determinata da una mutazione del gefi@mspartatoacilasi (ASPA )
localizzato sul cromosoma 17pter-pl3 costituito Glasoni e 5 introni per una
lunghezza che varia fra i 94 bp (esone Ill) e i 5p4(esone VI). Il gene codifica per
una proteina di 313 aminoacidi (36 kD) a funziomeimatica, la aspartatoacilasi o
aminoacilasi-2, un enzima che idrolizza I'acido ¢et-aspartico (NAA) ad aspartato
ed acetato. Il difetto biochimico responsabile gighdro clinico consiste quindi in un
deficit congenito di questo enzima mitocondriale@ conseguente accumulo di acido
N-acetilaspatico nelle cellule nervose, nel plagmelle urine. L'NAA & un marker
neuronale tipico del soggetto adulto alla spettpscin risonanza magnetica, e livelli
elevati di N-acetilaspartato sono stati evidenaathe negli oligodendrociti immaturi
in coltura; questo fa pensare che un suo accumsgegoessere esso stesso alla base
della fisiopatologia della malattia di Canavan. lpgi precoce conseguenza
dell'accumulo di NAA a livello encefalico e la digszione dei neuroni corticali, ed in
particolare di quelli situati negli strati piu poofdi della corteccia. La fase
immediatamente successiva e rappresentata dalsgmaek demielinizzazione delle
fibre arciformi della sostanza bianca sottocoréaalcoesiste pressoché costantemente
I'interessamento pit 0 meno marcato del sistemeoserperiferico. Le mutazioni del
gene includono mutazioni di tipo null, con complatsenza dell’enzima, e mutazioni
missense, con enzima ipoattivo e, negli ebrei Asake uno spettro di due o tre
mutazioni puntiformi (E285A, Y231X e A305E) é resgabile del 99% delle forme
di eterozigosi.

Manifestazioni cliniche:

La maggior parte dei pazienti con malattia di Camawon presenta disturbi

nell'immediata fase post-natale. | sintomi compaiamorno a 3-5 mesi dalla nascita
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con mancato controllo del capo, riduzione delRét motoria, apatia, crisi di pianto
immotivato e disturbi della suzione. Seguono ueggfiamento in iperestensione delle
gambe e flessione delle braccia a tipo rigiditaodiécata, spasmi in risposta a stimoli
tattili o acustici e movimenti coreoatetosici afteani ed ai piedi. Oltre il sesto mese
compare un aumento della circonferenza cranicaegbbse in breve in macrocrania
franca. | bambini affetti presentano un ritardo dméeressa in particolare le
acquisizioni motorie: sono in grado di interagio®, sorridere, di raggiungere gli
oggetti e sollevare la testa, quando in posiziorng ma non sono in grado di
mettersi in posizione seduta, di stare in piedmmménare o parlare. Coesiste atrofia
ottica, senza arrivare alla cecita (i bambini samayrado di seguire gli oggetti),
mentre generalmente non e presente interessamelfaostera acustica. Col passare
degli anni possono comparire disturbi del sonnonvatsioni e difficolta di
alimentazione che possono richiedere il posiziomamdi un tubo naso-gastrico o di
una gastrostomia a permanenza. La sopravvivenzariabile ed alcuni bambini
vanno incontro a decesso nei primi anni di vita, ntree altri raggiungono
I'adolescenza, a seconda del decorso clinico éetfelacia del controllo terapeutico.
Sebbene in origine fossero state descritte tredatiffierenti di malattia di Canavan in
relazione all'eta d’esordio (neonatale, infantite ad esordio tardivo), attualmente si
ritiene che questa distinzione non sia valida, nee de forme piu tardive
rappresentino I'evoluzione della forma infantilenama progressione benigna.

Non esiste alcuna correlazione genotipo-fenotipoesempio i soggetti omozigoti per
mutazioni null (Y231X, 693 G A) non possono essere distinti, sulla base del solo
fenotipo clinico, da quelli con mutazioni che detarano un’attivita enzimatica
residua (E285A, 854A C). Il decorso clinico della malattia non preseqtandi

differenze in relazione al tipo di mutazione, né&teso diversita cliniche fra non-
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ebrei (in cui le mtazioni piu frequenti sono la A&) 914C- A) ed ebrei e, del resto,

ad uno stesso genotipo corrisponde un decorsccalivariabile. Zeng et al.(2000)

hanno identificato 14 nuove mutazioni che sembiereh associate ad un decorso
clinico piu severo, ma, trattandosi di casi isglaton € ancora possibile trarre
conclusioni definitive.

Anatomia patologica:

A livello macroscopico, la manifestazione piu prezalella malattia € la perdita della
differenziazione cortico-midollare che, nelle fasiziali, permette di distinguerla
dall’adrenoleucodistrofia. Il processo patologicaopinteressare anche i nervi ed i
tratti ottici, il cervelletto, il tronco cerebralg, nuclei della base ed i talami.
Caratteristica pressoché costante di questa forteaicbdistrofia € la megalencefalia.
Istologicamente il rilievo pit importante e rappetgato da un’estesa vacuolizzazione
delle fibre arciformi sottocorticali e della sostan grigia (che si riduce
progressivamente di spessore), accompagnati dabnoriae proliferazione di
astrociti di tipo Il e dal riscontro di mitocondgiganti al loro interno. Sono anche
caratteristiche la completa assenza di reaziongistioa e la grave atrofia e
ventricolomegalia.

Diagnosi:

Clinica: La triade ipotonia, macrocefalia e ritardo del tcolto del capo in un
bambino di 3-5 mesi dovrebbero far sospettare lattreadi Canavan.

Test di laboratorio:

— Dosaggio del N-acetilaspartato nelle urine tramgés-cromatografia-spettrometria
di massa. La concentrazione media di NAA nei sdgdetontrollo & 23.5 416.1
micromoli/millimoli di creatinina contro i 1440.5 873.3 micromoli /millimoli di
creatinina nei soggetti affetti (in alcuni soggettietti da malattia di Canavan

I'escrezione di NAA e piu bassa, ma mai inferiofe 20 volte i valori normali).

85



— L'NAA é elevato anche nel sangue e nel CSF, maolecentrazione urinaria e
sufficiente alla diagnosi

- Dosaggio del’NAA nel liquido amniotico alla +48* settimana con metodo di
diluizione isotopica o0 GC-MS, utilizzato per la gimsi prentale.

— Test di attivita enzimatica dell'aspartatoacilasffibroblasti in coltura (non invece
effettuabile su campione di sangue o su amnioditiiiecoriali)

Test genetico-molecolari:

Ricerca delle mutazioni piu frequenti (E285A, Y231X98% della popolazione ebrea

e 3% non ebrei, A305E [11% ebrei, 40-60% non ebrei, 433-2A-G11% ebrei, non

disponibili i dati nei non ebrei) e analisi di segaa per le altre forme. E’ possibile

effettuare, oltre ai test per I'evidenziazione deitato di portatore sui genitori, anche

la diagnosi prenatale su DNA estratto dai villilabr(decima-dodicesima settimana),

0 per amniocentesi (quindicesima-diciottesima isettia).

Neuroimaging:

Alterazioni dell’ecogenicita della sostanza biaatalltrasonografia.

Alla MRI sono presenti alterazioni simmetriche d#é (ipointense inile iperintense

in T,) della sostanza bianca nelle aree subcorticaliebrali, con minore

ineressamento del cervelletto e del tronco encafalNon € presente enhancement

dopo mezzo di contrasto, mentre, con la progressigila malattia, e possibile

riscontrare un quadro di atrofia.

Alle immagini RM diffusion-weighted si evidenzia anperintensita di segnale in

corrispondenza delle zone interessate con un vdioA®C ridotto, compatibile con

una diffusione isotropica ridotta probabilmenteatarelare ad un accumulo d’acqua

intramielinico o alla formazione ed accumulo d’agqa uno strato gelificato nello

spazio extracellulare.
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Alla H-MRS e presente un picco accentuato del’NAW,basso rapporto Cho/Cr, un
elevato rapporto ml/Cr ed, a volte, la comparsapi@to del lattato. TE di 144ms
permettono di meglio quantificare I'NAA, la Cr e l@ho, mentre TE di 30ms
permettono di osservare I'ml.

Diagnosi differenziale:

— Altre malattie neurodegenerative dell'infanzia colaemalattia di Alexander, la
malattia di Tay-Sachs, la leucodistrofia metacracaata glutaracidemia

— Malattie con degenerazione spongiforme cerebrateecimfezioni virali, malattie
mitocondriali (in particolare la sindrome di Leighhdisordini dismetabolici come
la iperglicinemia non chetotica.

Terapia:

Il trattamento della malattia di Canavan, in asaatizina cura assoluta, ha finalita di
supporto della nutrizione e dell’idratazione, epdevenzione delle malattie infettive
intercorrenti (prevalentemente respiratorie). Laape fisica pud essere utile a
prevenire le contratture e migliorare le capacittarie. Utili sono anche i percorsi
terapeutici ed educativi finalizzati al migliorantendelle capacita relazionali. |

soggetti che presentano fenomenologia convulsivahiedono trattamento

antiepilettico ed in presenza di difficoltd di detigione o nutrizione € indicata una
gastrostomia a permanenza per garantire un adeqtorto nutritivo e una

sufficiente idratazione.

Sono in corso studi per la terapia genica effataapprima su modelli animali e nel
2000 e nel 2002 (Leone et al., Janson et al.) suldumbini tramite transfezione
genica con vettore non virale direttamente sulleileecerebrali, con risultati per ora

incoraggianti.
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1.1.2,2 Leucodistrofie primarie con disturbo metablico non conosciuto

SINDROME DI PELIZAEUS-MERZBACHER (PMD)

La malattia di Pelizaeus-Merzbacher & una leucadiat estremamente rara,
trasmessa, nella maggior parte dei casi, cometesratecessivo legato al sesso e
costituisce il miglior esempio di leucoencefalopapomielinizzante. Descritta per la
prima volta da Pelizaeus nel 1885, venne defingiasnoi aspetti patologici e clinici
da Merzbacher nel 1910. Comprende un ampio speitedfezioni morbose (PLP1-
related disorders) che vanno dalla malattia diz@elis-Merzbacher classica (PMD)
fino alla paraplegia spastica tipo 2 (SPG2), i dagemi fenotipici della medesima
malattia. La patologia e causata dalla mutaziohgelee della proteina proteolipidica
(PLP1) con disordine della mielinizzazione del SN@oue et al., 1999). Oltre ai
disturbi allelici della malattia di Pelizaeus-Meadher nel 1984 e stata descritta una
forma di malattia a trasmissione autosomica domead esordio nell’eta adulta
(vedi ADLD, malattia Pelizaeus-Merzbacher autos@méominante o ad esordio
tardivo, multiple sclerosis-like disorder) e neD2ne e stata identificata una variante
ad ereditarietd autosomica recessiva (malattisz&als-Merzbacher-like o PMLD,
PMLDAR) a conferma delllampia eterogeneicita geseetie clinica di questa
patologia. La malattia ha una frequenza bassa atorivche negli Stati Uniti sono
pari ad 1/300.000 fino ad 1/500.000 nati vivi ed nacente studio effettuato in
Germania ha evidenziato una incidenza pari a GgBsu1 100.000 nati vivi (Heim et
al., 1997).

Principali aspetti di genetica molecolare:

La forma piu diffusa di malatta di Pelizaeus-Merder € determinata da una
mutazione del gene della proteina proteolipidiq®@lP1) localizzato sul cromosoma

Xg22 costituito da 7 esoni per una lunghezza dili3.a PLP1 é una proteina di 276
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aminoacidi che costituisce la componente proteiedg@ninante nel rivestimento
mielinico a livello del SNC, rappresentando olir&0% del suo contenuto proteico.
La proteina si lega tramite legame covalente agtliagrassi e si pensa abbia un ruolo
nel cementare le spirali adiacenti del rivestimentizlinico, ma € possibile che
ricopra anche altre attivita funzionali (vedi cafit 1). In aggiunta alla PLP1 il gene
codifica per un’altra proteina, la DM20, che ragemta il prodotto di uno splicing
alternativo in corrispondenza della meta 3’ detiies 3 che viene deleta con perdita
della sequenza in-frame e dei corrispondenti anaidod 16-150. Oltre ai numerosi
polimorfismi benigni, sono state identificate olf@ mutazioni del gene responsabili
della malattia. La mutazione piu frequente consiste una duplicazione,
probabilmente una duplicazione in tandem, che aeviger ricombinazione
intracromosomica nel corso della meiosi maschile.punto di rottura della
duplicazione spesso varia all'interno delle fangigé, almeno in tre casi, € stata
descritta I'inserzione del tratto duplicato in wcus differente del cromosoma X.
Altre mutazioni frequenti sono: delezione da app&iato non omologo, duplicazione
invertita, mutazioni missense ed altre piccole miota con alterazione della struttura
tridimensionale delle due proteine. E’ stata, iglindividuata anche una forma di
triplicazione del gene. Queste proteine anomalebsem@bbero non progredire nel
processo di rimaneggiamento intracellulare e testteero ad accumularsi nel reticolo
endoplasmatico senza riuscire a raggiungere la marabcellulare. Quando gli
oligodendrociti iniziano il processo di mielinizzare la malattia determinerebbe
un’alterazione della mielina attraverso almenontexcanismi differenti che sono alla

base della diversita fenotipica della malattia (fF&j.4).
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Meccanismo I: Risposta II: Alterazione III: Deficit di PLP

patogenetico all’accumulo di dell’assemblaggio nella mielina
proteina unfolded nel Golgi
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Figura 14 Meccanismo patogenetico alla base dei PLP-relatmtders: Il diverso aspetto fenotipico
della malattia di Pelizaeublerzbacher e della paraplegia spatica tipo 2 eairiepattribuibile a tre
differenti meccanismi patogenetici. Nel caso deigposta all'accumulo di proteina unfolded le
mutazioni puntiformi determinano un accumulo endspiatico di proteina nella forma "distesa" che,
in taluni casi, determinerebbe la morte cellularer mpoptosi mentre, in casi meno severi,
determinerebbe la presenza di una proteina prptdma anomala che non sarebbe in grado di legare |
spirali mieliniche adiacenti. Nell'alterazione ¢ebemblaggio della proteina nel Golgi la
sovraespressione di proteina normale in seguitopichzione del gene, anomalia fra le piu frequenti
altererebbe una fase biosintetica critica che amevieel complesso di Golgi con accumulo di PLP,
galattocerebrosidi e colesterolo evidenziabili lisomi e nelle vescicole endosomiali e alterazion
della mielina per shilanciamento in questi suoi ditami costituenti. In caso di delezione del gene
della PLP o di mutazioni null, infine, la mielinarebbe priva della proteina proteolipidica conralie
compattamento delle guaine ed alterazione deltxramtone della mielina con la fibra assonale (ratt
da L. D. Hudson, 2003).

Uno studio sul traffico intracellulare della protaiPLP in un paziente con una nuova
mutazione dell’esone 4 del gene (485®), associata ad un fenotipo clinico meno
severo (Koizume et al. 206%"), ha evidenziato un accumulo della PLP all'interno
del solo involucro nucleare. Questo sembrerebbé&omiare la possibile correlazione

dellaccumulo della proteina mutata nel reticolodeplasmatico quale base

patogenetica della malattia nella sua variantespuera.

Forme alleliche Sono state descritte in letteratura diverse forliediche di malattia

di Pelizaeus-Merzbacher per le quali sono ancoracarso studi di genetica
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molecolare. Cassidy et al. (1987) hanno introdp&o questo motivo il termine di
malattia di Pelizaeus-Merzbacher tipo | per rifgralla forma classica della malattia
ed il termine di forma connatale di Seitelbergegitf@berger et al. 1954) o tipo Il per
riferirsi alle forme X-linked alleliche. lwaki et.anel 1993 hanno descritto una forma
di mutazione missense della PLP che si associdoattaa connatale di PMD.

Malattia Pelizaeus-Merzbacher-like o PMLD, PMLDAR:

E’ una malattia autosomica recessiva determinatandamutazione del gene della
proteina gap junctiornl2 (connexina 46.6 o GJA12) localizzato sul cromuso
1941-g42 composta da un solo esone. Le gap juna@mprendono un’ampia
famiglia di connessine omologhe che presentano wirdotransmembrana, due
domini extracellulari e tre domini citoplasmaticdtiura 15). Presentano una larga
diffusione tissutale e ciascun distretto ne espnigesottotipi differenti. Partecipano
alla costituzione di canali omo od eteromerici cia® costitutito dall’aggregazione
di 6 connessine nella formazione di un connexonee Bonnexoni attraversano
ciascuno la membrana plasmatica di due cellule cadia con funzione di
interconnessione cellulare permettendo cosi lo bmandi molecole di piccole
dimensioni, secondi messaggeri e ioni fra le dudulee La comunicazione
intercellulare mediata dalle gap junction ha défdr funzioni a seconda dei distretti
tissutali e molte malattie neurologiche, come lapliisia oculodentodigitale, la
Charcot Marie Tooth type 1 (CMTX1 e mutazione dej&p junction protei8l o
GJB1), e forme eterogenee di sordita neurosenspsaho associate alle mutazioni
dei geni che codificano per alcuni dei membri dé&dimiglia delle gap junction. Gli
studi su modelli animali hanno permesso di evideeziun meccanismo patogeno
diverso da una semplice perdita della funzione ad€dJA12 e si ipotizza un

meccanismo da guadagno di funzione con effettiidossigli oligodendrociti. Le
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analogie fra GJA12 e GJB1 e la loro ridondanzasgiressione a livello cellulare
fanno pensare che le connexine mutate possano favezieni inibitorie nei confronti

delle altre connexine wild type.

Figura 15 Domini
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Manifestazioni cliniche:

La malattia si manifesta con un ampio spettro dofgi clinici che comprendono:

— PMD connatale o neonataleE’ la forma piu severa di malattia, esordisce all
nascita o nelle prime settimane di vita con nistagipotonia, stridore laringeo,
convulsioni e deficit motori. Piu tardi possono dersi evidenti bassa statura e
riduzione dellaumento ponderale mentre I'ipotoeilve in spasticita. | bambini
affetti non sono in grado di camminare né di w#ie correttamente gli arti ed |l
cingolo superiore. L'espressione verbale €& proforetge limitata, ma la
comprensione e per lo piu integra. Le difficoltadéiglutizione spesso richiedono
I'utilizzo della nutrizione artificiale ed i pazieBmrmuoiono durante I'eta infantile
per polmoniti ab ingestis anche se cure attentesqmus portare ad una
sopravvivenza fino alla terza decade od oltre.

— PMD classica Si manifesta nei primi mesi di vita con nistagmed ipotonia,
seguita da ritardo psicomotorio, paraplegia spastno alla quadripartesi, intorno

al quinto anno di vita, ed atassia cerebellaretoemore della testa e del collo. |
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pazienti possono acquisire in eta scolare la detmiome con uso di tutori che é
tuttavia perduta nell’adolescenza a causa dell’auonéella spasticita. Il controllo
volontario delle braccia €& spesso discreto, poss@omparire disturbi
extrapiramidali come atetosi e distonie. Le funki@ognitive sono meno
compromesse di quelle motorie ed i pazienti sonogiado di parlare. La
sopravvivenza € prolungata in genere fino alla taualecade, ma sono stati
descritti casi di sopravvivenza fino alla sestattirma decade.

- PMD transizionale: ha eta d’esordio e severita sintomatica interadda la
forma connatale e la forma classica.

— Sindrome PLP1-null: E’ cosi chiamata perché determinata dalla dehezidel
gene della PLP, si distingue per l'assenza di gmta ed un quadro di
guadriparesi spastica meno severo con interessarpegralentemente degli arti
inferiori, atassia e neuropatia demielinizzanteifpeca. | pazienti PMD null
cammninano meglio degli altri pazienti con malattiPelizaeus-Merzbacher ma
sono gli unici a sviluppare la neuropatia perifaric

— Paraparesi spastica non complicata (SPG2Non si accompagna a sintomi a
carico del SNC, ma puo presentare talvolta distumzidel sistema nervoso
autonomo come spasticita della muscolatura vescidalsoggetti hanno una
normale sopravvivenza.

— Paraparesi spastica complicatal’interessamento del Sistema Nervoso, da cui
deriva il termine “complicata”, determina disfunzioautonomiche, atassia e
nistagmo. La diagnosi differenziale rispetto atlenie meno severe di PMD come
la PMD null spesso risulta difficile.

Femmine eterozigotle pazienti eterozigoti possono o meno manifesatemi ed e

stata evidenziata una relazione inversa fra largawdelle manifestazioni cliniche dei

93



maschi della famiglia e la possibilita che le femenportatrici presentino sintomi di
impegno neurologico. Le femmine sintomatiche sonmdj presenti per lo piu in
famiglie con forme meno severe di malattia e quéstomeno € in parte spiegabile
con il processo di inattivazione casuale della Yorfizzazione) per il quale in
presenza di una mutazione grave del gene sullanXlyanizzata si determinerebbe
apoptosi degli oligodendrociti senza comparsa dglldomatologia, mentre nelle
forme di mutazione meno severe I'anomalia oligodecithria persisterebbe senza
morte della cellula, ma con effetti clinici manifies

Esiste una dimostrata correlazione genotipo-fenotip duplicazioni sono a causa
della PMD classica (anche se variazioni nella lazakione del punto di rottura e nei
siti di reinserzione possono determinare variabiliiel fenotipo), le mutazioni
missense determinano le forme piu severe di malatte mutazioni con sostituzione
aminoacidica provocano la paraplegia spastica.

Forme alleliche: Si manifestano nel periodo neonatale con vomitogm@ssivo,
artrogripposi multipla congenita e morte precoatistanza spesso di pochi giorni di
vita.

Malattia Pelizaeus-Merzbacher-like o PMLD, PMLDAR: Presenta i sintomi clinici
caratteristici delle malattie leucodistrofiche ipetmizzanti come nistagmo,
compromissione dello sviluppo motorio, segni extapidali come movimenti
coreoatetosici, disartria e spasticita progressNatagmo e cattivo controllo del
tronco e della testa compaiono nella prima infarzidall’'eta di 8-15 anni si rende
evidente il deficit di sviluppo motorio. Solo unziente € stato in grado di camminare
all'etd di 5 anni, e molte dei soggetti affetti harpresentato episodi convulsivi prima
dell'adolescenza. Sono presenti una neuropatidepeda non severa, con velocita di

conduzione sensitive e motorie alterate.
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Anatomia patologica:

Nelle zone colpite si evidenzia una demielinizzaei@i aspetto caratteristicamente
“tigroide”, associata a severa atrofia. Istologiemte, nel tessuto encefalico, oltre
all'assenza pressoche completa delle guaine ntbkned ad un aumento del fluido
interstiziale, sono riscontrabili infiltrati di meafagi ed astrociti. Esiste inoltre una
riduzione diffusa del contenuto in lipidi ed in peolare degli acidi grassi a catena
molto lunga.

Diagnosi:

Clinica: Nonostante la variabilita del fenotipo clinico aiterno di una stessa
famiglia le manifestazioni sintomatologiche songgestive. Boulloche et al. (1986),
Hodes et al. (1993) e Cailloux et al. (2000) hanassunto le caratteristiche cliniche
dei soggetti da loro studiati e fornito un modelchematico delle differenti

manifestazioni sindromiche (tabella 4):

Eta Principali sintomi Capacita di

. - . Linguaggio Sopravvivenza
d’esordio | neurologici deambulazione guagg P

Fenotipo

nistagmo alla

nascita

— stridore laringeo

- ipotonia assente,

—  spasticita severg mai conseguita | comunicazione

- +crisi non verbale
convulsive

- interessamento

cognitivo

fino al massimo
alla terza decade

PMD periodo
connatale neonatale

- nistagmo nei
primi due mesi
di vita
— ipotonia in fase ,
S se raggiunta
primi 5 iniziale necessitano
PMD - - quadriparesi . normalmente | fino alla terza-
. anni di . assistenza; .
classica . spastica presente settima decade
vita _  atassia persa comunque

. . nell'adolescenza
- +distoniae

coreoatetosi
- interessamento
cognitivo
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assenza di
nistagmo
quadriparesi
spastica non
severa

Presente, ma

Sindrome 1-5 anni atassia resente eggiora dopo fino alla quinta-
PLP-null . P p 99 P settima decade
neuropatia I'adolescenza
periferica
interessamento
cognitivo
moderato
nistagmo
atassia
. disfunzioni
Paraplegia .
. autonomiche
spastica .
. 1-5 anni andatura presente presente normale
complicata spastica
(SPG2) SP
interessamento
cognitivo
assente o blandp
disfunzioni
. autonomiche
Paraplegia
. andatura
spastica non . .
. 1-5 anni spastica presente presente normale
complicata interessamento
(SPG2) -
cognitivo
assente
Tabella 4

Neuroimaging: Alla TC e stata descritta la presenza di un’ipodandiffusa e

simmetrica della sostanza bianca degli emisfegluadi e cerebellari; meno frequente

sembra essere il riscontro, nelle stesse sedbodiensita multiple e distinte. Si rileva

diffusa atrofia ed assente enhancement dopo mezzmttasto. Alla MRI € evidente

un marcato prolungamento dei tempi di rilassamentoe T, responsabile di

un’iperintensita diffusa e simmetrica in, Ta livello della sostanza bianca
periventricolare, degli emisferi cerebrali e cetielstee del tronco cerebrale nonché
della sostanza grigia profonda dei nuclei delleebaglei talami. Nella maggioranza

dei bambini la sostanza bianca é ridotta in vol@de evidente una riduzione dello

spessore del corpo calloso. Dal momento che lainiaehzione si realizza nei primi

anni di vita, le immagini 7 pesate possono non essere utili nella dimostrazietie

anomalie fino al primo/secondo anno di vita. E'semte diffusa atrofia.
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In uno studio condotto nel 1999 Takanashi et ahnbamesso in evidenza una
differenza tra le e forme dovute a mutazioni puniifi e le forme classiche di PMD,
determinate dalla duplicazione del gene, dove édesmiabile una normale
mielinizzazione dei tratti corticospinali, delledrazioni ottiche e del corpo calloso.
Questo ha permesso di ipotizzare che la presenzaraiale mielinizzazione dei tratti
corticospinali sullo sfondo di una ipomielinizzazediffusa possa essere considerato
un marker della PMD da duplicazione del gene PLP.

Alle immagini diffusion-weightedi riscontra un pattern simil-neonatale con unccert
grado diffusione anisotropica in corrispondenzaspiecifiche aree, a suggerire un
meccanismo di tipo non o dis-mielizzante.

La spettroscopia in risonanza magnetica puo exides un ridotto picco di NAA,
soprattutto nella sindrome PLP1 null, mentre, nieliene determinate da duplicazione
del gene PLP, e frequente il riscontro di un aumeld picco NAA con conseguenti
problemi di diagnosi differenziale rispetto allalatha di Canavan (Takanashi et al.,
2002).

Neurofisiologia:

— test dei movimenti ocularsono in grado di definire le caratteristiche detagmo
presenti nella malattia e risulterebbero probahilt@autili per definirne eventuali
caratteri patognomonici;

— Potenziali evocatii potenziali visivi, acustici e somatosensitivi sh@no latenze
della componente periferica normali o comunqguenviaila norma, con latenze
della componente centrale, invece, prolungate endiss

— Gli studi sulla velocita di conduzione nervosa somdla norma, eccetto nelle

forme di PLP null che presentano neuropatia pécder
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Genetica molecolare:

Per le duplicazioni/delezioni (50-75% delle mutaziesi applica la FISH in interfase
(falsi negativi per piccole duplicazioni e falsigvi per duplicazioni di regioni
adiacenti il gene PLP), il Southern blot e la PChamgitativa; per le mutazioni
puntiformi (15-25% delle mutazioni) le analisi @éiguenza.

Diagnosi differenziale:

| bambini affetti da malattia di Pelizaeus-Merzbachcevono spesso in fase iniziale
diagnosi di paralisi cerebrale o encefalopatia eeoiutiva. La diagnosi differenziale
avviene con:

— Altre leucodistrofie: adrenoleucodistrofia X-linkedalattia di Krabbe, malattia di
Canavan (assenza di nistagmo, velocita di condazimiia norma e pattern MRI
tipico), sindrome CACH/VWM, malattia di Alexander.

— Distrofia muscolare congenita da deficit di merasin

— Malattia di Salla

La SPG2 deve essere distinta in particolare d&i@®5 ma anche dalle altre forme di

paraparesi ereditaria.

Terapia:

La terapia ha essenzialmente carattere sintomabifficolta di deglutizione e
complicanze respiratorie sono di frequente risapatt i pazienti devono essere tenuti
sotto controllo; in caso di grave disfagia e inthcla gastrostomia a permanenza. Gli
episodi convulsivi, che compaiono nelle forme cdalgiu gravi, in assenza di
quadri epilettici franchi allEEG, necessitano eligpia anticonvulsivante ed i pazienti
sembrano rispondere in particolare al trattamermo carbamazepina. La terapia
fisica, i farmaci antispastici (lioresal, diazepatun.), i dispositivi ortopedici e, in casi
estremi come nelle gravi contratture, la terapiguecgica, sono indicati al controllo

della spasticita. La scoliosi, grave nelle formaraate di malattia, richiede I'utilizzo
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della sedia a rotelle per migliorare la meccaniespiratoria ed in caso di grave
compromissione della ventilazione sono indicateiménti chirurgici di correzione
ortopedica. Infine i deficit cognitivi miglioranoragie al sostegno scolastico ed
all'utilizzo di dispositivi elettronici ed altri simenti che possano essere d’aiuto nella

comunicazione e nella stimolazione dei soggetétaff

LEUCODISTROFIA AUTOSOMICA DOMINANTE AD ESORDIO
NELL’ADULTO (ADLD, PELIZAEUS-MERZBACHER DISEASE AUTOSOMAL
DOMINANT OR LATE-ONSET TYPE, MULTIPLE SCLEROSIS-LIKE
DISORDER )

Si tratta di una leucodistrofia a trasmissione somoica dominante determinata da

una mutazione di un gene, non ancora identificaresente sul cromosoma 5.
Descritta, probabilmente, gia nel 1941 (Lowenbetgak, 1941), ne vennero
evidenziate nel 1964 (Zerbin-Rudin and Peiffer, 4)9izialmente le analogie
cliniche con la PMD, pur in presenza di un mecaanigli trasmissione genetica
differente, e nel 1984 (Eldridge et al., 1984) ¢engylianze cliniche con la Sclerosi
multipla. Gli studi neuropatologici (Schwankhauskt1994, Coffeen et al. 2000) e di
neuroimaging (Labauge et al., 2004) hanno permdssiefinire gli aspetti clinico

patologici di questa malattia che pur rientrandtdaneategoria delle leucodistrofie
ortocromatiche sembra essere determinata da atierggeniche differenti dalle altre
forme morbose incluse in questa categoria diagresti

Principali aspetti di genetica-molecolare:

Nel 2000 Coffeen et al. hanno effettuato uno stggimomewide in 19 soggetti di una
medesima famiglia (12 affetti da ADLD e 7 soggstihi) definendo una regione di
4cM sul cromosoma 531 ad alto tasso di linkagelaanalattia. Nel 2006 Padiath et
al. hanno evidenziato una duplicazione del gene B¥IM quattro famiglie affette da

ADLD con una sovraespressione della lamina Bl essuti cerebrali dei soggetti
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affetti. Anticorpi anti-lamina B1 sono presentinamerosi soggetti affetti da malattie
autoimmuni ed inoltre la lamina B1 costituisce wdegli antigeni riconosciuti dagli
anticorpi monoclonali diretti contro le placche deggetti affetti da sclerosi multipla.
Sono stati avviati studi per identificare analogiearatteristiche d’espressione della

lamina B1 nei soggetti ADLD e in quelli affetti dalerosi multipla.

Manifestazioni cliniche:

La malattia esordisce intorno alla terza/quartaadeanche se sintomi da disfunzione
autonomica (disfunzioni vescicali ed ano-rettalpbtenza, ipotensione ortostatica,
insufficienza della midollare surrenale con ipogfiga) possono comparire in
precedenza. La malattia si presenta con alterapioaimidali e cerebellari (disturbo
atasso/spastico o paralisi spastica, nistagmo),ucomteressamento contemporaneo
anche dei cordoni posteriori. La malattia preselgiapeggioramenti sintomatologici

in coincidenza con infezioni virali. | principalirdomi sono:

Sintomi

cardiovascolari Ipotensione ortostatica
oculari Nistagmo

gastrointestinale Disfunzioni di transito
Dell'apparato genito-urinario Impotenza e disfumzieescicali
cutanei iperidrosi

neurologici Segni cerebellari

Atassia cerebellare

Deficit della motilita fine

Segni piramidali

Spasticita

Iper-reflessia

Riflesso cutaneo plantare positivo

Sindrome pseudobulbare
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Diagnosi:

Alla TC ed alla MRI sono presenti alterazioni dedlastanza bianca che iniziano in
corrispondenza dei lobi frontali e si estendonaypeesivamente fino ad interessare i
centri semiovali ed il cervelletto. La demielinizeane ha carattere simmetrico con
prevalente interessamento fronto-parietale e teralalia degenerazione cavitaria.

Gli studi neuropatologici hanno evidenziato unraltéone vacuolizzante della mielina
con preservazione dell’oligodendroglia, ma presetizaligodendrociti a citoplasma
“fumoso” e riduzione del numero degli astrociti @assenza di gliosi reattiva e di
infiltrato inflammatorio. La somiglianza alla Sabsi Multipla, in assenza di una
reazione autoimmune, hanno portato allo studio giii regolatori della risposta
immune (ll-3, IL-4, IL-5, CSF-2) senza evidenzaaltuna alterazione. La lesioni
riscontrate ricalcano quelle da demielinizzaziarssica da esaclorofene e cuprizone.
Quest’ultimo causa una up-regulation del'lGF-1 nhagtrociti e ricalca alcuni aspetti
del’ADLD. La scoperta del gene mutato nellADLDdella sua proteina potrebbero
fornire ulteriori chiarimenti per comprendere | roacismi alla base

dellassemblaggio e del mantenimento del rivestimemelinico.

. MALATTIA DI ALEXANDER

La malattia di Alexander & determinata da una mom&zdel gene che codifica per la
proteina gliale acida fibrillare (GFAP) e rappreselunico esempio noto di disordine
genetico che interessa le cellule astrocitarie,tiplo cellulare maggiormente
rappresentato nel SNC. Presenta quattro sottolipicic differenziati in relazione
all'eta di esordio: forma neonatale (rara), fornmdaitile (71% dei casi), forma
giovanile (11% dei casi) e forma dell'adulto (rarBescritta per la prima volta da
Alexander W.S. nel 1949 presenta evidenti analogrela malattia di Canavan ed un

modello di ereditarieta di tipo autosomico domiarition sono disponibili studi di
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prevalenza, ma la malattia viene considerata peguénte con un totale di 300 casi
descritti a partire dalla sua identificazione.

Principali aspetti di genetica molecolare:

La malattia € determinata dalla mutazione del gdeda GFAP, localizzato sul
cromosoma 17921, costituito da nove esoni per unghlezza di 9,8 kb. La proteina
da esso codificata, 432 aminoacidi, appartienepatieine dei filamenti intermedi e
sembra rivestire un ruolo nel regolare la morfahogila motilita degli astrociti nonché
nella interazione fra astrociti ed oligodendrocie alterazioni di quest’ultima
funzione sono probabilmente alla base delle lest@mielinizzanti (Messing et al.
2001). Finora sono state descritte 24 differentiamioni puntiformi della GFAP, tutte
in eterozigosi, che determinano un guadagno o cqouruna alterazione della
funzione della proteina come dimostrato dagli stadi topi (i topi GFAP-null
presentano un fenotipo normale, mentre quelli dveagsprimono il gene presentano
un quadro istopatologico analogo alla malattia tkxander [Brenner et al. 2001 e
Messing e Brenner 2003]). Le mutazioni piu frequérteressano I'esone 1 (54%),
'esone 4 (31%), I'esone 8 (7%), I'esone 6 (4%®sbne 5 (3%), e sono costituite da
mutazioni puntiformi che si associano ad un tréscalternativo e mRNA differenti
per sito d’'inizio della trascrizione o per spliciajernativo del’lRNA. Le mutazioni
determinerebbero un accumulo della proteina cheepterebbe proprieta chimico-
fisiche alterate. E’ stato ipotizzato che tale aculo si possa determinare anche per
alterazioni delle sequenze promoter ed enhancer.

Tutte le alterazioni del gene finora identificappresentano mutazioni de novo e
delle 24 mutazioni descritte 12 interessano unduesidi arginina con funzione

evidentemente critica per l'attivita proteica.
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Manifestazioni cliniche:

Dal punto di vista clinico sono due le forme piaduenti, distinte in relazione all'eta
d’esordio, quattro se si tengono in considerazemzhe le forme piu rare descritte in
letteratura:

= Forma neonatale

= Forma infantile

= Forma giovanile

» Forma dell’adulto
Forma neonatale
Esordisce intorno al primo mese di vita ed e caraizata da una rapida progressione
sintomatologica ed importante disabilita fino akeso, che si verifica intorno al
secondo anno di vita. Il quadro epilettico, costergnte presente, compare
precocemente, e Spesso non e responsivo alladdeapiacologia.
Si riscontrano inoltre: idrocefalo (con aumentdalekessione intracranica per stenosi
acqueduttale), importanti anomalie della sostanzancda a localizzazione
prevalentemente frontale e periventricolare, irdssenento dei gangli della base e del
cervelletto, ritardo mentale e motorio senza spiagted atassia. E’ evidenziabile un
aumento della proteinorrachia nel CSF.
Forma infantile:
E’ una delle due forme, in termini di frequenza,nahggior riscontro ed esordisce
intorno al secondo anno di vita con una sopravwaeshe varia da poche settimane a
qualche anno, in ogni caso I'exitus avviene entxddlescenza. Il fenotipo clinico é
estremamente variabile ed é possibile riscontitaglo psicomotorio progressivo con
alterazioni delle tappe dello sviluppo, megaleni&feon macrocrania e prominenza
delle bozze frontali, epilessia (e stata ancherdtsdta presenza, in associazione al
quadro epilettico, di spasmi infantili), iper-refia con segni piramidali, atassia, ed

idrocefalo da stenosi acqueduttale.
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Forma giovanile:

Esordisce intorno ai dieci anni di vita, raramentl’adolescenza, ed & spesso
confusa con una patologia focale cerebrale del fipassa occupante spazio”. La
sopravvivenza é variabile con decesso che puo wogmae nella prima adolescenza
fino ai 20-30 anni. Sono presenti segni bulbari seyslobulbari con difficolta di
deglutizione, vomito e disartria/disfonia, spaséiciagli arti inferiori, deficit di
coordinazione fino ad un quadro atassico assoai@@ggioramento progressivo delle
facolta intellettive, epilessia, megalencefaliaacmcrania, difficolta respiratorie.
Foma dell’adulto:

E’ la forma meno comune di presentazione di questiattia, e presenta una estrema
variabilita dello spettro fenotipico. Puo ricalcagh aspetti principali della forma
giovanile con un esordio piu tardivo ed una progi@® piu lenta. La sopravvivenza
e variabile con decesso dopo pochi anni 0 anche doplche decade di malattia.
Molti casi vengono rilevati occasionalmente all@pgia ed il decesso € spesso, in
gueste circostanze, imputabile ad altre malattieer@orrenti. Presenta sintomi
d’'interessamento bulbare e pseudobulbare (mioclpalatale, disfagia, disfonia,
disartria con parola scandita), segni piramidalefireflessia, spasticita e Babinski
positivo), segni cerebellari (atassia, dismetria nestagmo), disautonomie
(incontinenza, costipazione, pollachiuria, ritemaaurinaria, impotenza, ipoglicemia,
ipotermia, ipotensione ortostatica), disturbi dehrso (apnee notturne), alterazioni
posturali, emi- 0 quadriparesi/plegia, epilessidipdopia.

Altri sintomi associati allediverse formee descritti in letteratura comprendono:
natalita post-termine, ipotonia, episodi sincopalierazioni dell’accrescimento, nevi
anomali, ipotiroidismo, ipertensione, diabete ne|li scoliosi, cifosi, anomalie

palatali, collo corto. Sono stati descritti alcgoiggetti asintomatici diagnosticati per
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una mutazione della GFAP accidentalmente rilevagaueti all’attenzione clinica per
altre motivazioni (traumi oculari o bassa statura).

Anatomia patologica:

La sostanza bianca dei lobi frontali e, meno spedsebtemporali, € interessata da
estesa demielinizzazione che talora evolve in eeproprie lesioni cavitarie. Nelle
fasi successive il processo patologico pud coirer@dutta la sostanza bianca degli
emisferi cerebrali, del cervelletto e del troncoeteale con dilatazione delle cavita
ventricolari.
Dal punto di vista istologico, nelle aree interéssidal processo morboso, si dimostra
diffusa vacuolizzazione per degenerazione dellenguaieliniche ed é caratteristico
il riscontro, in sede subpiale, subependimale évasrolare, di fibre eosinofile con
disposizione radiale rispetto alle superfici adidzedenominatdibre di Rosenthal.
Tali fibore sono contenute esclusivamente nel somaegli assoni astrocitari ed
inizialmente furono ritenute patognomoniche dellaalattia di Alexander.
Successivamente, tuttavia, sono state riscontnatelmerosi altri processi patologici
(SM, gliomi, mielinolisi pontina centrale, spongiastomi). Il loro rilievo rimane
comunqgue un criterio diagnostico differenziale ldanalattia di Alexander e le altre
leucodistrofie.
Diagnosi:
Neuroimaging:Lo studio di 217 soggetti effettuato da Van der &maa evidenziato
cinque elementi, al’MRI, peculiari per la diagnasimalattia di Alexander:

= Anomalie diffuse della sostanza bianca a prevaldisteibuzione frontale

= Aree di alterato segnale: ipointense et iperintense in I

= Anomalie dei gangli della base e del talamo; irtipalare elevato o diminuito

segnale in 7o cavitazioni multiple od atrofia
= Anomalie del tronco encefalico o del midollo
= Aumento del contrasto della linea di demarcazioastncolare, dell’anello

periventricolare, della sostanza bianca frontadé ctliasma ottico, del fornice,
dei gangli della base, del talamo, del nucleo dergalel tronco encefalico.
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Alla H-MRS si evidenzia una elevazione del picco ial comparsa del picco del
lattato ed un basso NAA. Questi dati facilitano dnegnosi differenziale sia rispetto
alla malattia di Caravan, che presenta una elemazidel picco NAA, che nei
confronti della MLC nella quale non é descrittgptasenza del picco del lattato.
EEG: Anomalie aspecifiche del tipo onde lente nell' dreatale.
NeuroistopatologiaPrima dell'introduzione della genetica molecoldeemalattia di
Alexander veniva diagnosticata sulla base dellaodirazione, in ambito bioptico od
autoptico, della presenza delle fibre di RosentHail. tratta di corpi inclusi
citoplasmatici composti dall’aggregazione di comspleformati dalla GFAP, dalla
vimentina, dallax e 3 cristallina, dal’lHSP27 evidenziabili unicamentegh astrociti.
Le fibre di Rosenthal aumentano di numero e volagleorso della malattia. Le fibre
di Rosenthal non sono specifiche della malattigAldxander e sono state descritte
persino in soggetti affetti da malattie sistemicbene tumori (linfomi, cancro ovario)
ed insufficienza respiratoria e cardiaca nonchdéeat@ mellito. Sono riscontrabili
anche in patologie del SNC come nell'astrocitomiagmstico, in lesioni gliali di
vecchia data anche se la preponderanza delle dibRosenthal nella malattia di
Alexander presenta aspetti caratteristici.

Test genetico-molecolari:

Sono disponibili in ambito clinico i test per le tamioni piu frequenti (esoni 1,4,8) ed
il sequenziamento dell'intero gene nel caso di @iota ricorrenti. Lo studio genetico
e praticabile anche nel campo della diagnosi padaat

Diagnosi differenziale:

La malattia di Alexander pone problemi di diagnakiferenziale con tutte le

patologie che presentano, in eta infantile, megaiaiia, ritardo dello sviluppo e
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spasticita e, nei bambini piu grandi, con quelle giresentano spasticita, segni di
interessamento del tronco encefalico con o senzmler@cefalia e convulsioni.

A causa dell’aspecificita dei sintomi, la malatfiaAlexander puo essere confusa con
le acidurie organiche (in particolare la-idrossiglutaricoaciduria), con i disordini
della biogenesi perossisomiale (Zellweger-spectrarapn altre leucodistrofie come
la X-linked adrenoleucodistrofia, la leucodistroffaetacromatica, la malattia di
Krabbe, la malattia di Canavan e la leucoenceféilmpmegalencefalica con cisti
subcorticali, anche se la distribuzione dell'ings@mento della sostanza bianca
cerebrale e, nella malattia di Alexander, patognuiow (alterazioni della sostanza
bianca a prevalente distribuzione frontale con msgjone rostro-caudale).

Terapia:

Non esiste alcuna terapia per la malattia di Alelesred il trattamento si limita ad
interventi finalizzati al trattamento dei sintomiergerali, alle problematiche
nutrizionali, alla terapia antibiotica delle infemi intercorrenti ed all'uso di farmaci
anti-epilettici per il controllo dei sintomi conaivi.

. LEUCODISTROFIA CON VANISHING WHITE MATTER (LVWM/CACH)

La sindrome CACH/LVWM (Childhood ataxia with Certraervous system
Hypomielination/Vanishing White Matter Leukodysthyp) € un patologia autosomica
recessiva cronica, progressiva con fenomeni a teagaepisodico. Rappresenta il
primo esempio di malattia determinata dalla mutaidi un fattore di inizio della
traduzione proteica, l'eukariotic translation iatton factor 2B (elF2B), che
appartiene alla famiglia dei GEFs (Guanine nuadtotExchanging Factors). |l
termine vanishing white matter venne introdottaefazione agli studi di risonanza
magnetica dei pazienti affetti, nei quali I'intetidsidi segnale della sostanza bianca

assumeva valori prossimi a quelli del liquido cefathidiano o della componente
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acquosa tissutale, come da scomparsa della rivestiimmielinico. Definita nei suoi
aspetti principali nel corso degli ultimi anni (fald et al nel 1993, Schiffmann et al.
nel 1994, Tedeschi et al. nel 1995 e van der Kredaal. nel 1997), presenta un
fenotipo clinico variabile comprendendo una fornmgenita/prenatale, una forma
subacuta ad esordio infantile, una forma giovaedeuna forma ad esordio nell’eta
adulta. La malattia include al suo interno ancheura forme di Cree-
leucoencephalopathy (le sottoforme definite origaraente come Cree-encephalitis),
I'ovarioleucodistrofia (descritta originariamentegh anni '90 come una entita clinica
distinta) ed alcune forme cliniche che ricalcanbagipetti clinico radiologici della
VWML, ma che presentano un modello ereditario gl tutosomico dominante.

Con il passare del tempo questa malattia si staelardo una delle cause piu
importanti di leucodistrofia, essendo responsattileuona parte delle forme morbose
precedentemente non diagnosticabili. La sua prezal@satta non & nota, ma viene
considerata fra le forme piu comuni di leucodis&roéd in molti paesi la sua
frequenza sembra essere vicina o pari quella teltzodistrofia metacromatica.

Principali aspetti di genetica molecolare:

La fase iniziale della sintesi proteica nelle delleucariotiche e il risultato di una
complessa ed altamente regolata interazione fraunsidgb ribosomiali, mMRNA,

metionil-tRNA aminoacilato e fattori di inizio delltraduzione che vanno sotto |l
nome di eukaryotic translation initiation factomsiHs). L'insieme di questi fattori
controlla il corretto posizionamento del Met-tRNM& sul sito P dell'unitd 40S
ribosomiale in corrispondenza del codone AUG diimdi ogni mRNA.

Per iniziare la traduzione I'elF2 forma un comptessrnario (TC) elF&GBTPMet-

tRNAM® che lega il Met-tRNA™ alla subunita 40S ribosomiale, successivamente, la
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GTPase activating protein elF5 stimola l'idroli®ldSTP rilasciando il complesso
binario elF2-GDP dando inizio cosi alla sintesitpica.

Il complesso binario formato dalla elF2-GDP, undtavdiberato, per ritornare allo
stato attivo e poter formare nuovamente il completgsnario deve scindersi dal
legame col GDP. Questa fase avviene per azionéel#i@B, che agisce come
guanidine exchanging factor (GEF) e promuove dsgio del GDP dall’'elF2 ed il
legame col GTP. L'attivita della elF2B é regolata dumerosi meccanismi di
controllo sia per via indiretta, tramite la fosfarione dell’elF2, sia per via diretta,
tramite la fosforilazione dell’'elF2B stessa, manehe regolata dai segnali insulinici,
permettendo cosi I'attivazione della sintesi piaen risposta a segnali di crescita.
Per quanto riguarda I'aspetto strutturale I'elR@étituito da tre subunita differenti:

la elF2Zx (che contiene un residuo di serina che viene fidafo ed ha cosi funzioni di
regolazione dellattivita dell’elF2), la elB2che lega I'elF2B e I'elF5) e I'elf2che
contiene il sito di legame GTP/GDP e quello padt-tRNAM). L'elF2B & formato
invece da cinque subunita (Figura 16): le el&2B e & che formerebbero un
fosforilazione dell'elFa (I' elF2Bp fisserebbe anche il GTP/GDP) e I'elR2Bd €
che contengono i segmenti catalitici della funziagie nucleotide exchange (la

subunitag avrebbe, per questo, un .ruolo predominante egbaer anche funzione di

legame con altri initiation factors).

Figura 16:Complesso tridimensionale formato dall'aggregazideke cinque
subunita che entrano nella costituzione dell’elF2B&tfo da Wei Li et al.,
2004).
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La sindrome CACH/VWM e determinata proprio dalle tamioni, autosomiche
recessive, di una delle cinque diverse subunitéietle2B, la cui organizzazione

genica presenta le caratteristiche elencate sotto:

Subunita Locus Numero di | Lunghezza del cDNA in
Cromosomico esoni bp
EIF2B1 o subunita Chr. 12 9 1659-918
EIF2B2 o subunit® 14924 8 1523-1056
EIF2B3 o0 subunitd Chr. 1 14 1602-1359
EIF2B4 o subunit® 2p23.3 13 1643-1572
EIF2B5 o subunita 3927 16 2638-2166

Sono note oltre 70 diverse mutazioni delle subuni@l’elF2B, comprendenti
mutazioni puntiformi missense e nonsense, alcuhezid@i e delezioni-inserzioni.
Non é stato pero ancora possibile spiegare commaitazioni dell’elF2B, una proteina
ubiquitaria, determinino alterazioni che interessgmrevalentemente la sostanza
bianca. Il ruolo dell’elF2B nella regolazione dediatesi proteica in corso di stress €
in grado pero di spiegare i fenomeni di deterionatmeneurologico episodico che
seguono traumi cranici ed episodi febbrili.

Le mutazioni riscontrate determinano una riduzide®attivita GEF per aberrazioni
della conformazione proteica, con compromissionad=apacita di formazione di
complessi elF2B funzionalmente e cataliticamentemadi. E’ probabile che la
perdita di funzione GEF stimoli la traduzione di NMR che codificano per composti
proteici simili a quelli che vengono rilasciati sondizione di stress. Di tutte le
mutazioni responsabili della malattia le mutazionil, come ad esempio le nonsense,
che aboliscono l'attivita dell’elF2B, sono probabénte letali cosi da essere presenti
solo in eterozigosi con mutazioni missense.

Manifestazioni cliniche:

La malattia si manifesta dal punto di vista neugao con l'associazione di atassia,

spasticita, ed atrofia ottica di vario grado. lcdeso clinico, rapido nelle forme ad
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esordio precoce, € caratterizzato da un deterioreomeentale ingravescente, meno

severo nelle forme ad esordio tardivo. Il decock® ha carattere cronico progressivo,

e segnato ed esacerbato da un deterioramento rapidoincidenza con episodi

febbrili 0 a seguito di traumi cranici. Nella fornggovanile ed adulta sono inoltre

presenti, nelle pazienti femmine, disfunzioni ovheé determinando un quadro

sindromico che in precedenza veniva designato can dénominazione di

ovarioleucodistrofia

.La malattia comprende:

Forma prenatale: Si presenta intorno al terzo trimestre di gravidaron
oligoidramnios, ritardo di crescita, microcefaliapatosplenomegalia e ridotti
movimenti fetali. Subito dopo la nascita compaiodifficoltd di nutrizione,
vomito, ipotonia, contratture e cataratta e la otdefalia pud o meno essere
presente. Compaiono quindi apatia, quadri convuldiificilmente controllabili
farmacologicamente, crisi apnoiche fino al comanteressamento di altri distretti
organici determina epatosplenomegalia, ipoplasiales pancreatite e disgenesia
ovarica. Il decorso clinico & estremamente rapidoi @azienti muoiono
generalmente entro il primo anno di vita.

Forma neonatale:Esordisce intorno al primo anno di vita ed il dscoeée
estremamente severo con morte entro pochi messoRosessere presenti un
quadro soporoso, irritabilita e rapida perdita eleapacita motorie specialmente
in coincidenza con infezioni intercorrenti. Fannartp di questa forma anche
alcuni casi di “Cree leukoencephalopathy” descdidiBlack et al. (1988) e che si
manifestano in alcune popolazioni aborigene deldNAmerica con ipotonia,

comparsa precoce di convulsioni, spasticita, ipgilazione, vomito spesso
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associato a febbre e diarrea, sintomi regressivohitivi, cecita, letargia ed
arresto dello sviluppo cranico con morte entroe dani di eta.

Forma infantile precoce:n fase iniziale i pazienti presentano uno svilupp
normale con occasionale lieve ritardo motorio elidguaggio. Il sintomo iniziale
piu frequente € un quadro atassico che compard-Baanni con dismetria e
tremore che sono seguiti, spontaneamente o0 a segjuitaumi cranici, da uno
stato comatoso. La malattia evolve evidenziandaeterioramento progressivo
che determina difficolta di deambulazione, trema@asticita con iper-reflessia,
disartria e quadri epilettici. Una volta persa kapacita di deambulazione il
decorso clinico tende a stabilizzarsi per pareaahi, la circonferenza cranica € in
genere nella norma e deficit di deglutizione edfarottica compaiono solo
tardivamente. Il SNP non e interessato dalla malake facolta mentali sono
generalmente risparmiate e la progressione varisndiaiduo ad individuo ed
anche all’interno di membri di una stessa famigba morte che pud sopravvenire
da 1 a 5 anni dall'esordio ma anche notevolmentaagrdi.

Forma tardo-infantile o giovanilel pazienti manifestano i primi sintomi della
malattiatra i 5 e i 15 anni con diplegia spastica progkessi lenta evoluzione,
con preservazione delle funzioni cognitive, coneralanza di periodi di
stabilizzazione del decordo o addirittura migliosamo delle funzioni motorie e
con una sopravvivenza a lungo termine. Sono staitritti perd casi con decorso
tumultuoso e decesso a distanza di pochi mesiedalidio.

Forma adulta:Disturbi della sfera umorale con compromissionentdg sono
stati descritti nelle forme ad esordio nell’adosta. Sono presenti sintomi
neurologici del tipo neurite ottica ed emiparegirave cefalea. Sono stati descritti

anche casi di adulti, sintomatici e non, in unaifdi@ con presenza di due
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mutazioni nello stesso gene e figli tipicamentecthiff(Leegwater et al. 2001,
Biancheri et al. 2003, Ohtake et al. 2004, vankideaap et al. 2004).
Nonostante la variabilita intrafamiliare esiste wwarelazione genotipo-fenotipiva
tipo di mutazione ed eta d’esordio e severita aefiegno clinico:

e Soggetti omozigoti per la mutazione T91A nell’elR2Bresentano un fenotipo
che puo variare fra la forma infantile e la fornedl’dta adulta asintomatica

e Alcune mutazioni dell'elF2B5, come la R113H, nomsnifestano mai sotto la
forma ad esordio nell'infanzia.

e Alcune mutazioni dell'elF2B5, come la V309L, sonengralmente associate ad
un decorso particolarmente severo.

Anatomia patologica:

Gli studi neuropatologici hanno evidenziato un qoati leucodistrofia ortocromatica
con lesioni cavitarie, in assenza di atrofia, epaimio delle fibre assonali.
L’interessamento mielinico € predominante in cpoisdenza della sostanza bianca
emisferica. L’analisi macroscopica dimostra unaauma bianca meno evidenziabile
con grosse zone translucide; mentre l'analisi nsicopica permette di rilevare
vacuolizzazioni diffuse ed astrogliosi in presedealigodendrociti caratteristici con
citoplasma “fumoso” ed altre cellule descritte comacrofagi carichi di lipidi. Alla
microscopia elettronica sono presenti ipomielinizaae, demielinizzazione e gliosi
con proteine mieliniche diminuite e riduzione deintenuto in lipidi caratteristici
della mielina. La severita delle lesioni della soga bianca contrastano con la
contenuta reazione astrogliale e microgliale edcanrispondenza della sostanza
bianca colpita dal processo patologico, € presenteaumento del numero degli
oligodendrociti. Il contenuto proteico e lipidicelth mielina e ridotto ed in 1 caso e
stata descritta una riduzione, misurata tramiteté&/ese Southern Blot, del contenuto

di proteina proteolipidica.
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Diagnosi:

Viene posta sulla base del quadro clinico, delléerationi alla MRI e
dell'identificazione della mutazione genica resabike:

Quadro clinico:Nel 1998 van der Knaap ha proposto i seguenti eléndéagnostici
per la vanishing white matter:

a) In fase iniziale lo sviluppo mentale e motorio érmale o solo lievemente
ritardato

b) Il deterioramento neurologico ha decorso cronicogpessivo ed episodico.
Infezioni intercorrenti o traumi cranici sono inngee responsabili degli episodi di

deterioramento improvviso che puo giungere fina ktargia od al coma.

c) L’interessamento neurologico consiste in atassiebadlare, e spasticita. L'atrofia
ottica pud essere o meno presente, cosi comeedsml che non rappresenta
comunque un sintomo predominante della malattiatubeioni mentali possono

essere compromesse, anche se mai allo stesso livegjlelle motorie.

Neuroimaging:

Lo studio MRI mostra interessamento simmetrico #uso della sostanza bianca
emisferica. L'intensita di segnale & prossima dlguiel CSF nelle sequenze, T, e
FLAIR; inoltre in T; e nella FLAIR si evidenziano strie di tessuto dasi in
corrispondenza delle zone di iperintensita di skgndi aspetto radiato in sezione
sagittale e coronale, e puntiformi in corrispondedel centro semiovale alle sezioni
trasverse. E’ presente atrofia cerebellare piu oarsevera a prevalente componente
vermiana. Con il passare del tempo la sostanzachidscompare” (vanish) ed e
sostituita da liquor e da formazioni cistiche cané.

Alle immagini diffusion-weighted le aree cavitarigeriventricolari sono
marcatamente ipointense in accordo con un proagisdemielinizzazione che volge
verso la totale scomparsa del rivestimento miaedircon aumento della diffusione

isotropica.
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Alla H-MRS si evidenzia riduzione dei picchi NAAhG e Cr e comparsa del picco
del lattato, come da presenza del solo CSF e di f@ssuto cerebrale (aree cistiche).

Test genetico molecolari:

Analisi di sequenza e ricerca delle mutazioni é#i2B1 (1% dei casi), dell'elF2B2
(16% dei casi), dell'elF2B3 (4% dei casi), dell’'@B4 (12% dei casi) e dell'elF2B5
(67% di casi).

Test di laboratorio: L'analisi del CSF ha evidenziato nel passato un eretd
aumento del contenuto di glicina (van der Knaaplett999). Negli ultimi anni lo
studio sui proteomi nel CSF si e intensificato pmadp alla ricerca di un biomarker
che potesse sostituire la diagnosi genetica, eva@ssnte laboriosa e lunga a causa
dei 57 esoni che costituiscono il gene responsateléa malattia. Recentemente
(Vanderver et al. 2005) e stata identificata unduzione dei livelli di
asialotransferrina nel liquor, rilevati tramite gp@scopia di massa e corsa su gel, che
correlano costantemente con la presenza della traaldit significato di questa
alterazione appare ancora incerto nonostante siamerosi gli studi che dimostrano
una associazione fra la transferrina ed il procelssnaturazione oligodendrocitaria e
di mielinizzazione (Connor et al. 1987, Espinosala® Monteros A. et al.1988,
Espinosa de los Monteros A. et al.1999, Gerber MtRal. 1989, Connor et al 1993,
Escobar-Cabrera et al. 1997, Espinosa-Jeffrey Aalet2002, Ortiz E.H. 2005).
L’origine stessa di questo metabolita appare iacgrassaggio dal siero attraverso la
barriera ematoencefalica o biosintesi in loco), Ingntificazione di questo marker
oltre a fornire una via piu rapida verso la diagmermette di ipotizzare una nuova

linea di studio per la comprensione della patogetieguesta malattia.
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Diagnosi differenziale:

Altre malattie caratterizzate da un interessamatiftuso della sostanza bianca
durante l'infanzia come: l'adrenoleucodistrofia iKked, la malattia di Krabbe, la
malattia di Canavan, la malattia di Alexander,dacloencefalopatia megalencefalica
con cisti subcorticali, malattie mitocondriali conheleficit di piruvto deidrogenasi o
di piruvato carbossilasi, i PLP1-related disorddes,CADASIL ed altre malattie
acquisite della sostanza bianca come la SM.

Terapia:

La terapia € unicamente a carattere sintomatiameiste nella riabilitazione motoria
principalmente finalizzata al controllo della speitd e dell'atassia, con I'ausilio di
dispositivi ortopedici per I'anca ed il piede inscadi ipotonia o debolezza dei
dorsiflessori dellanca. | quadri convulsivi ricdeno terapia farmacologica
antiepilettica.

Visti gli effetti sul decorso clinico delle infeng della febbre e dei traumi cranici,
sono indicate la vaccinazione anti-influenzalesdianzione di antibiotici a basse dosi
durante il periodo invernale ed in caso di infezimmnori, e 'assunzione di farmaci

antipiretici nel caso di febbre.

. LEUCODISTROFIA- CON MEGAENCEFALIA E FORMAZIONI
CISTICHE SUBCORTICALI (MLC1)

La leucodistrofia megalencefalica con cisti sulicalt (MLC1 o malattia di van der
Knaap) € una malattia neurodegenerativa autosom@cassiva caratterizzata da
leucoencefalopatia spongiforme con mielinopatiaueéizzante. Descritta per la
prima volta da Harbord et al. nel 1990, e statandafnei suoi aspetti clinici e
radiografici da van der Knaap et al. (van der KnslaP. et al., 1995) e Goutieres et al

(1996) e si presenta, dal punto di vista cliniam €associazione di macrocrania ad
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esordio precoce, atassia cerebellare, deterioramembtorio, epilessia ed
interessamento  cognitivo  tardivo. Nonostante i Ipdiemi  con altre
leucoencefalopatie spongiformi (malattia di Canavaalattia di Alexander, LVWM,
L-2-idrossiglutaricoaciduria ed alcune forme ditdifa muscolare da deficit di
merosina [sebbene le cisti subcorticali in questhd caso siano per lo piu assenti])
la MLC1 presenta caratteristiche peculiari sia geanto concerne la distrettualita
dell'interessamento della sostanza bianca siageadatteristiche del decorso clinico
che presenta un andamento progressivo, ma a lemaizeone. La malattia é
relativamente rara con un basso tasso di portaterbzigoti nella popolazione, ma
presenta un’incidenza inaspettatamente elevata opolpzioni con alti tassi di
consanguineita come in Turchia (ed in particolasdl’Anatolia), nelle regioni
dell'India Orientale (comunita Agarwal), e nelle ntonita ebree della Libia,
all'interno delle quali i soggetti condividono leessa mutazione per effetto fondatore.

Principali aspetti di genetica molecolare:

La malattia € determinata da una mutazione autasom@cessiva del gene MLC1
(chiamato anche KIAA0027 o WKL1) localizzato suberosoma 22qter, costituito da
13 esoni per una lungezza di 26.214 basi (Figuyalllgene codifica per una proteina
di membrana dotata di otto domini transmembrarf@gura 18), del peso di 41kD
formata da 377 aminoacidi la cui funzione non emamento nota. L’'omologia con il
canale del potassio Kv1.1, coinvolto in alcune ferdn atassia episodica /miochimia,
fa pensare che si possa trattare di una proteima fgozione di canale ionico
('associazione con quadri epilettici sembrereblmgepo confermare), mentre la
struttura analoga ai trasportatori ABC2 type odrasportatori sodio/galattoside fa

pensare ad una proteina con funzione di carridef@®di un substrato sconosciuto.
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Figura 17:Struttura genomica del’MLCL1. Le porzioni rettangoiadicano gli esoni, gli introni sono rappresenta
dalle linee in nero. Le parti in grigio/nero iddietno i domini transmembranari (tratto da Leegw&e\.J. et a.,
2001)

N c

Figura 18:0rganizzazione strutturale macroscopica della pratdLC1 caratterizzata dalla presenza di otto
domini transmembrana. Nell’lesempio € stato intrtmdan epitopo HA per evidenziare il dominio extihdare
della MLC1 tramite anticorpi e per studiare I'evealuoligomerizzazione della proteina (tratto dgid@eiO. et al.,
2004).

La proteina MLC1 forma degli omodimeri od oligomgsrobabilmente tramite

interazioni leucina-leucina (di cui sono ricchi eardini transmembrana 4 ed 8) e si
posiziona in corrispondenza della membrana plasmatbtudi anticorpali hanno

permesso di evidenziare come la proteina sia prEat@inenta espressa sulla
membrana astrocitaria e sulle cellule ependimabntne sia assente nelle cellule
oligodendrocitarie e microgliali. L'MLC1 e presemegli astrociti di tutto il distretto

cerebrale ed € concentrata prevalentemente insporrdenza dei processi cellulari,
intervenendo probabilmente nella interazione caltdllula o nel loro accoppiamento
ionico. L'assenza della proteina negli oligodendroe la sua presenza nella
membrana degli astrociti fa pensare, in analodea mlalattia di Alexander, che il

processo di alterazione della mielina sia il ristdt indiretto di una disfunzione
astrocitaria. L'MLC1 é anche presente in alta cofrezione in corrispondenza di
alcune delle porzioni della barriera ematoencedaljpia madre ed ependima) ed
intorno ai vasi sanguigni, avendo probabilmentezimme di trasportatore ionico o di

sostanze. La proteina € infine espressa in alceniraomi ed in particolare in
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corrispondenza delle fibre e dei tratti assonatticali e dell'ippocampo, suggerendo
la possibilita che disfunzioni assonali siano biae della dismielinizzazione.

Sono note oltre 26 mutazioni differenti del genee ctomprendono mutazioni
missense, inserzioni, delezioni ed alterazioni géi di splicing, e quasi tutte
sembrano determinare una alterazione della stabilélla proteina con mancata
espressione della stessa sulla membrana. Sonmpriedetteratura casi di malattia in
assenza di mutazione identificabile del’MLC1, lilecfa pensare alla presenza di una
eterogeneita genetica ed alla presenza di altiirggponsabili della malattia.

Manifestazioni cliniche:

La malattia e caratterizzata da una macrocefaligrddo variabile, talora molto
evidente (la macrocefalia € presente in tutti igedty affetti con diagnosi genetica
confermata), presente alla nascita o, piu frequestée, a comparsa entro il primo
anno di vita. In seguito, la velocita di aumentdlalecirconferenza cranica si
normalizza ed il valore si stabilizza intorno af @@rcentile. Lo sviluppo motorio e
mentale sono inizialmente nella norma, o solo hesete ritardati, ed il primo segno
di malattia, se si eccettua la macrocrania, € megeun ritardo nella deambulazione
od un incertezza della marcia con frequenti cadbtecessivamente si assiste ad un
lento, ma progressivo, deterioramento motorio comparsa di atassia del tronco e
delle estremita. Segni piramidali emergono solodit@mente con riflessi
osteotendinei vivaci e segno di Babinski positigosono comunque dominati dal
guadro atassico; il tono muscolare tende ad egsaet@nico, se si eccettua I'ipertonia
dell'anca. Progressivamente la capacita di deamalmria viene persa ed i pazienti
necessitano della sedia a rotelle gia intorno@il®ma o seconda decade di vita. Quasi
tutti i pazienti presentano una epilessia gia sefprecoce, normalmente di semplice

trattamento farmacologico. Il deterioramento defcolta cognitive compare
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tardivamente, e generalmente, € di grado poco aepessono comparire difficolta
scolastiche negli ultimi anni della scuola primargache se in alcuni soggetti le
capacita intellettive sono interessate gia nei {g8imi anni. Il linguaggio diviene
progressivamente disartrico e pud essere presa&fiagid. Alcuni soggetti presentano
disturbi extrapiramidali come distonia ed atetdsi.coincidenza di traumi si puo
evidenziare un deterioramento episodico con letteaistiche di uno stato epilettico,
di incoscienza prolungata o di deterioramento motacuto, con recupero graduale.
Alcuni pazienti presentano un decorso severo sera@aiuscire, 0 mantenendo per
pochi anni, la capacita a deambulare. Sono stacris, comunque, anche casi
benigni con sola macrocefalia e capacita di deaazibnmhe autonoma fino alla quarta
decade. La sopravvivenza e variabile con decedfadidescenza ad oltre 40 anni.
Non e stata descritta alcuna correlazione gendépotipo: la severita dell’impegno
clinico non correla con il tipo di mutazione, edfénotipo clinico € estremamente
variabile anche all’interno della stessa famiglia.

E’ stato suggerito che la mutazione del MLC1 patesssere causa di alcune forme di
schizofrenia catatonica (ed in particolare la miot@& missense L309M), anche se
studi recenti (Rubie et al., 2003) smentiscono ifadesi.

Anatomia patologica:

Gli studi istopatologici evidenziano una mielindpatvacuolizzante cistica a
prevalente localizzazione frontoparietale ed am¢éenporale, con risparmio dell’area
periventricolare, di quella occipitale, dei gandgilla base, del corpo calloso e della
porzione anteriore della capsula interna. La mmop& elettronica evidenzia la
presenza di una miriade di vacuoli, ricoperti da €ino a cinque strati di membrana,
che rappresentano le singole lamelle mielinich@cuoli sono concentrati nello strato

piu esterno delle lamelle mieliniche lasciandotietée spirali interne.
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Le cisti sono bilaterali e tendono ad ingrandimsi d passare del tempo

Diagnosi:

La diagnosi di leucoencefalopatia megalencefalima cisti subcorticali puo essere
posta in relazione a criteri di ordine clinico egli aspetti della MRI:

Clinica:

e Macrocefalia alla nascita od entro il primo annith

e Sviluppo nella norma in fase iniziale oppure lieit@rdo motorio

e Deterioramento motorio a decorso lento con atassli@ve spasticita fino alla
perdita della deambulazione autonoma

e Disartria e disfagia

e Movimenti extrapiramidali con distonia ed atetosfase avanzata

e Interessamento cognitivo tardivo e comunque mewersedell'impegno motorio

e Epilessia controllata farmacologicamente

e Deterioramento in coincidenza di traumi cranici ilEgsia, incoscienza
prolungata, peggioramento del quadromotorio)

Neuroimaging:

e Leucoencefalopatia diffusa vacuolizzante con sastdnanca iperintensa inp,T
ipointensa in T e di aspetto “rigonfio”

e Corpo calloso, capsula interna ed tronco encefajeneralmente risparmiati,
anche se non completamente normali

e Sostanza bianca cerebellare con anomalie di segnassenza di cavitazione

e Lesioni cistiche nelle regioni anterotemporali @toparietali

e Col passare del tempo comparsa di atrofia ed ineméondi volume e di numero
delle cisti subcorticali, fino ad occupare, in aicisoggetti, l'intera regione
frontoparietale

Alle immagini diffusion-weighted si evidenzia ungointensita di segnale in
corrispondenza delle lesioni cistiche subcorticadi una riduzione di segnale in
corrispondenza della sostanza bianca affetta. L’AB@pare aumentato e nelle

immagini diffusion-tensor compare una riduziond’Bé\.
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| dati appaiono in contrasto con il meccanismo apatologico della malattia, il cui
carattere vacuolizzante dovrebbe determinare alo@ione della diffusivita.

Alla H-MRS si evidenzia una riduzione dei picchi MAA, di Cho e di Cr, con
intensita di segnale simile per tutti e tre i metdalh mentre i picchi di ml e e/o di
glicina sono conservati. Un TE di 30ms facilitagleantizzazione del picco di ml.

Test genetico molecolari:

L’analisi di sequenza é disponibile a livello ctiaiper la ricerca delle mutazioni note
(~60-70% dei casi)

Diagnosi differenziale:

La diagnosi differenziale si pone con tutte le rtiedacaratterizzate dall’associazione
di macrocefalia e leucoencefalopatia diffusa, oovda malattia di Canavan, la
malattia di Alexander, la GMgangliosidosi ad esordio infantile ed alcune forne
GM; gangliosidosi, la L2-idrossiglutaricoaciduria edstrofia muscolare congenita
da deficit di merosina.

Terapia:

Finora i tentativi di trattare i pazienti con MLGrmo dato esito negativo. Sono stati
utilizzati diuretici, acetazolamide e creatin mairato senza alcun miglioramento
clinico o della gravita delle cisti cerebrali. Retamente studi sperimentali (Teijido
O. et al., 2004) hanno dimostrato la normalizzazidella espressione della proteina
mutata in modelli animali dopo somministrazionecdrcumina, un inibitore della
cd*-ATPasi.

La terapia dei soggetti con MLC ha quindi caratteretomatico con utilizzo di
farmaci antiepilettici in caso di epilessia, temisica per migliorare le funzioni

motorie e terapia educativa per i soggetti con comgssione cognitiva.
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LEUCOENCEFALOPATIA CON CISTI SUBCORTICALI SENZA

MEGALENCEFALIA

Sono sempre piu humerose le evidenze a favore alieterogeneita genetica della
MLC (Blattner R. et al. 2003, Patrono C. et al. 20€osi come, nel corso degli ultimi
anni si sono fatte piu emergenti anche le segralarelative a patologie spongiformi
della sostanza bianca in assenza di megalencefalsaufficiente leggere gli atti della
“question and answer session” della terza sessibele “Updates on specific
leukodystrophies” del convegno “Neurobiology ofedise in children” (pubblicate sul
volume 18, Number 9 del Journal of Child Neurolatgy 2003) per rendersi conto di
come la macrocrania sia elemento clinico indispleitsalla diagnosi di MLC, ma
anche di come i massimi esperti sulla malattiavaoe sempre maggiori richieste a
proposito delle forme in cui, pur in presenza di quadro clinicamente similare,

manca un aumento della circonferenza cranica.

Solo nel corso degli ultimi anni e stato possibdientificare almeno due diverse entita
cliniche caratterizzate dalla presenza di lesigstiahe pur in assenza di macrocrania,
ovvero la leucoencefalopatia cistica senza megafaha e la leucodistrofia cavitaria
progressiva (descritta di seguito), ma sono annaraerose le segnalazioni presenti
in letteratura di leucodistrofie cavitarie micro wormocraniche di difficile
inquadramento diagnostico.

La leucoencefalopatia cistica senza megalencefalranne descritta nel 1998 in tre
pazienti di origini turche ed ha ricevuto, ad opealegli stessi autori, questa
denominazione solo nel 2005 (Henneke et al. 200fgaito della descrizione della
stessa in altri 15 pazienti. Gli aspetti alla MRI # decorso clinico differiscono
significativamente da quelli propri della MLC1 cas$ie essa puo, pur in assenza di un

deficit genetico noto, essere considerata a tlifptti una patologia distinta.
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Principali manifestazioni cliniche:

| criteri diagnostici per questa patologia sonosiderati essere:

Normocefalia o microcefalia

2. Grave ritardo psico-motorio ad esordio precoce
Cisti anterotemporali bilaterali su un quadro dieressamento diffuso della
sostanza bianca, con relativo risparmio della sastabianca delle strutture
cerebrali mediane.

La malattia si manifesta precocemente, alla nascitéorno ai diciotto mesi di vita, e
presenta un decorso lentamente progressivo, quastdtendente alla stabilizzazione.
| pazienti appaiono micro o normocranici, con ozsedismorfie facciali (“faccia a
bambola”, fronte ampia, epicanto, ipertelorismopraalie della dorso nasale), in
assenza di anomalie viscero-cutanee 0 scheletrilogo descritti, variamente
associati, un ritardo delle acquisizioni motorie gliavita variabile (mancata
acquisizione del controllo del tronco, oppure dealetione con appoggio), atassia di
grado medio, movimenti atetoidi, distonia, inteegsento piramidale (diplegia o
tetraparesi spastica), epilessia generalmente &armesponsiva (ad esordio fra i tre
mesi e i 5 anni), nistagmo e compromissione uditiv@&galocornea. Le funzioni
cognitive sono gravemente compromesse in buona [pkeit pazienti con mancata
acquisizione del linguaggio o con capacita di praare poche parole o frasi. Alcuni
pazienti manifestano alterazioni del’'umore corttti@ggressivo-autistici.

Diagnosi:

Alla MRI si evidenziano alterazioni della sostaft®anca sovratentoriale, iperintensa
nelle sequenze;Tpesate ed ipointensa in quellg, Ton prevalente interessamento
della sostanza bianca periventricolare e rispadel@a sostanza bianca delle strutture
mediane e cerebellari. Le lesioni cistiche sonoicdimente localizzate in
corrispondenza della porzione anteriore dei lobperali con intensita di segnale

comparabile a quella del CSF.
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Alla H-MRS si evidenzia una riduzione del rappomMAA/Cr specialmente in

corrispondenza dei lobi parieto-temporali.

In letteratura sono presenti numerose segnalazioglative a patologie

leucoencefalopatiche caratterizzate da una assmeezdi cisti subcorticali

anterotemporali, nhormo o micro-crania e decorsmiadi relativamente benigno
(Olivier et al., 1998, Battini et al., 2002, Levyofaes A. et al, Wassmer E. et al.,

Grosso et al., 2005, Bodensteiner et al., 2006).

. LEUCODISTROFIA CAVITARIA PROGRESSIVA

Questa patologia € stata descritta per la primi vl 2005 (Naidu S. et al., 2005) in
19 pazienti appartenenti a 16 famiglie differenticlae per etnia. Rappresenta il
secondo esempio di patologia di recente descriziargtterizzata dall’associazione di
una leucoencefalopatia spongiforme pur in assen@ecdrocrania.

Principali aspetti di genetica molecolare:

Sebbene non si conosca la causa della malatjmesenza di una ricorrenza familare
e la comparsa in famiglie con alto tasso di consenggta, fa supporre che si tratti di
una malattia ereditaria autosomica recessivasdbntro di elevati livelli di lattato nel
liquor, nel sangue e nel tessuto cerebrale ass@daanomalie degli acidi organici
urinari, fa ipotizzare la possibile origine mitociale della malattia sebbene gli studi
sul mtDNA e sulla catena respiratoria siano riguftagativi.

Manifestazioni cliniche:

Il numero limitato di pazienti descritti non congeruna definizione sindromica
assoluta. La malattia sembra esordire in un’etapcesa fra i 2 mesi ed i 3,5 anni con
episodi acuti di irritabilitd o di deficit neurolay nel quadro di un disturbo a
carattere progressivo e decorso Vvariabile. Promidla base della varieta

sintomatologica e dell'impegno al neuroimaging setate distinte una variante con
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compromissione cerebrale moderata, una con impemgwero ed una a rapida
progressione. 7 dei pazienti descritti sono martina eta compresa fra gli 11 mesi ed
i 5anni.

Variante con compromissione cerebrale moderasordisce nei primi due anni con
un quadro di lieve disturbo dell’acquisizione delgbaggio sul quale si possono
inserire episodi di difficolta di deambulazione,ngealmente associati ad episodi
febbrili. Puo essere presente un alterazione del tiell’'umore.

Variante con compromissione cerebrale sevarsordisce piu precocemente, primi
mesi di vita, con atassia, irritabilita e crisidpistotono. Possono essere presenti crisi
epilettiche; col tempo si evidenzia un progressdaierioramento motorio ed un
importante deficit del linguaggio. Sono frequenti gpisodi acuti di irritabilita,
spasticita, cianosi e deficit della ventilaziongofialla paralisi. Frequente € il decesso
nei primi anni spesso per infezioni intercorrenti.

Variante a rapida progression€ompare piu tardivamente, ma sempre nei primi anni
di vita con voce nasale, disartria, atassia trunchlgrado medio, difficolta nella
deglutizione e diplegia facciale. La malattia semnlewvolvere con un quadro di
debolezza muscolare, spasticita, disartria ed iatag® tendono progressivamente a
stabilizzarsi.

Diagnosi:

Le caratteristiche essenziali per la diagnosi squelle che derivano dai dati del
neuroimaging che evidenziano anomalie irregolariasinmetriche della sostanza
bianca con degenerazione in ampie formazioni tisticL'evoluzione cistica
coinvolge principalmente il corpo calloso, la sogt bianca cerebrale e cerebellare
ed il distretto midollare; anche se nelle fasi aada della malattia viene interessata

I'intera sostanza bianca corticale e midollare agparmio delle sole fibre ad U e
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della sostanza grigia. Alla H-MRS é caratterisfiquicco del lattato che, insieme alla
presenza di lattato nel liquor e nel sangue, pwseresd’aiuto, agli esordi della
malattia, per la diagnosi differenziale rispettle gdatologie infettive, post-infettive e
disimmuni.

La biopsia cerebrale e 'autopsia permettono ddewziare, in presenza di un peso
cerebrale pressoché normale, un quadro multicavitaratterizzato dalla presenza di
lesioni cistiche multifocali di diametro anche eltil centimetro, ben demarcate
rispetto alla sostanza bianca adiacente; al miompecqueste lesioni sono confinate
nella sostanza bianca. Lo studio istologico evidenzegli stadi precoci, un pallore
del neuropilo con un certo grado di riduzione dedjlijodendrociti; e nelle fasi piu
avanzate la totale scomparsa del neuropilo conitped®l normale rivestimento
mielinico, scomparsa degli oligodendrociti e pr@giea cavitazione. Sono presenti
moderata gliosi ed, in alcuni casi, macrofagi apgtasma fumoso o contenenti lamelle
mieliniche.

Diagnosi differenziale:

Il quadro clinico all’esordio puo porre problemi diagnosi differenziale rispetto a
patologie infettive del sistema nervoso (irritafili opistotono) o a patologie post-
infettive e disimmuni. Alla comparsa delle altemamicistiche invece bisoga escludere
la MLC1, le altre leucoencefalopatie cistiche noronmicrocraniche, e la malattia di

Alexander in stadio avanzato.

. IPOMIELINIZZAZIONE CON ATROFIA DEI GANGLI DELLA BAS E E
DEL CERVELLETTO (H-ABC)

L'ipomielinizzazione con atrofia dei gangli dellaase e del cervelletto € una
leucodistrofia di recente descrizione, definitdasblase di un pattern MRI peculiare e

caratterizzata, su un piano clinico, da disturbil daovimento di tipo
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piramidale/extrapiramidale e da un ritardo mentalgrado variabile. Descritta per la
prima volta nel 2002 dal gruppo della van der Kndamalattia € stata identificata in
un totale di dieci pazienti (van der Knaap M.S.020Mercimeck-Mahmutoglu S. et
al., 2005; Wakusawa K. et al., 2006; Palma da Cuda#ta A. et al., 2007). In
assenza di un test di laboratorio 0 genetico dmieéa malattia viene diagnosticata
sulla base dei soli reperti di neuroimaging.

Manifestazioni cliniche:

L’esordio avviene in infanzia con un variabile grvadi alterazione dello sviluppo
motorio ed emergenza di un disturbo del movimentooriyine extrapiramidale
(rigidita, distonia, coreoatetosi), associata adsith e spasticita, senza un importante
interessamento delle capacita cognitive. | soggafetti presentano un fenotipo
clinico variabile sia in termini di severita cheealioluzione clinica. Alcuni mostrano
un fenotipo particolarmente severo ad esordio naipnesi di vita con deficit visivi,
anartria e ritardo/blocco dello sviluppo psicomaoseguiti da spasticita e segni
extrapiramidali (rigidita, distonia e movimenti eoatetoidi), altri presentano un
fenotipo ad esordio compreso fra gli 1-3 anni canare compromissione cognitivo-
motoria, almeno nelle fasi iniziali dello sviluppoprogressiva comparsa di spasticita,
atassia, distonia, coreoatetosi e rigidita corratieni della deambulazione autonoma
ad esordio e gravita variabili. Si associano satcosdariamente le difficolta di
apprendimento con declino cognitivo.

In linea generale, i pazienti con la forma sevprasentano subito dopo la nascita uno
scarso contatto visivo (con papille ottiche palligeassenza di sviluppo motorio,
successivamente compaiono gli altri sintomi carigtiei, associati a microcrania

(<3° percentile) e scarsa crescita corporea; mantasi con forme meno severe
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hanno uno sviluppo motorio inizialmente normalen i@anno disturbi del visus, né
microcrania, ma possono presentare problemi uditivi

Diagnosi:

La malattia e stata identificata ed inquadrataasbthse di un peculiare aspetto di
neuroimaging caratterizzato da un quadro di ipamidazione e di atrofia dei gangli
della base e del cervelletto.

La MRI mostra, infatti, una atrofia della sostanzanca, dei nuclei putamen e
caudato e del cervelletto (in particolar modo detnwe), che appare correlata alla
gravita clinica; nelle sequenze T2 pesate tuttsoktanza bianca appare iperintensa,
compreso il corpo calloso e la capsula interna, @mne la sostanza bianca
cerebellare; il tronco encefalico appare di inténsidotta ad eccezione del tratto
piramidale nel ponte e nel mesencefalo che appaeee iperintenso. Nelle sequenze
T1 pesate il segnale della sostanza bianca valigpdalliperintensita, in relazione
alla corteccia. La spettroscopia evidenzia livdilimio-inositolo e creatina elevati
nelle sostanza bianca, ad indicare una probabibsigle livelli normali di NAA e
colina, che permettono di escludere una perditaorads od una attiva
demielinizzazione in questi casi; nei gangli basaliilevano livelli bassi di NAA e
alti di mio-inositolo, mentre nel verme cerebellawéi i componenti risultano al di
sopra dei valori normali.

Terapia:

Nel 2006 Wakusawa et al., pur sulla base di vatornmali dei neurotrasmettitori
dopaminergici, serotoninergici e delle pterine &bF, hanno evidenziato una
notevole risposta terapeutica del quadro distomcdrattamento con alte dosi di
levodopa-carbidopa, vitaminaiBe biotina. | dati sono stati solo parzialmente

confermati dallo studio di Mercimek-Mahmutoglu SSteckler-Ipsiroglu S. del 2007,

129



I quali avendo evidenziato anche una riduzione Ineili di folato nel CSF dei
pazienti, hanno instaurato una terapia sostitutea acido folinico con netto

miglioramento clinico-laboratoristico del paziente.

LEUCOENCEFALOPATIA CON INTERESSAMENTO DEL TRONCO
ENCEFALICO E DEL MIDOLLO ED ELEVATI LIVELLI DI LATT ATO (LBSL)
Questa leucodistrofia fu descritta per la primaaolel 2003 da van de Knaap et al. in
8 pazienti sulla base di reperti di Risonanza M#gaee spettroscopia. A questa
segnalazione ne sono seguite altre tre per uretdiiatirca una ventina di pazienti
affetti descritti.

Principali aspetti di genetica molecolare:

Nel 2007 Scheper et al. eseguirono uno studionttafje con microsatelliti su una
famiglia di pazienti affetti ed identificarono unegione candidata in corrispondenza
del cromosoma 1 che si estendeva per 1,9 cM frarken D1S2790 e D1S416.

Il sequenziamento della regione ha permesso ditifii@me una mutazione in
corrispondenza del gene DARS2 che codifica pespeadil-tRNA-sintetasi, enzima a
localizzazione mitocondriale la cui attivita risaua marcatamente ridotta nei pazienti
affetti. L’attivita dei complessi mitocondriali, ggiata su fibroblasti e linfoblasti dei
pazienti affetti, si € pero dimostrata nella norma.

Manifestazioni cliniche:

| pazienti presentano un decorso lentamente preigeesaratterizzato da una atassia
sensitiva, da un interessamento piramidale con tisffas impaccio motorio,
faticabilita, debolezza, e tremore. La comparsaqdldro clinico cosi come l'entita
della sintomatologia sono estremamente variabdeedo possibile una comparsa dei
sintomi gia intorno ai 3 anni, cosi come dopo leosela decade, fino ad un quadro

clinico completamente muto.
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Diagnosi:

La malattia si caratterizza clinicamente per I'assnone di una sindrome piramidale
e cerebellare lentamente progressiva con concotaitateressamento dei cordoni
posteriori. Presenta un pattern MRI caratterize@@nomalie della sostanza bianca a
distribuzione disomogenea con prevalente interesseom prevalentemente
periventricolare, mentre la sostanza bianca prafandstra segni di rarefazione. Vi e
un interessamento selettivo dei tratti piramidalipartire dalla capsula interna
attraverso il tronco encefalico fino ai tratti coospinali laterali. Anche le vie
sensitive vengono interessate sia nei tratti sparebellari, sia nel lemnisco mediale
fino al talamo ed alla corona radiata. Sono colpitistantemente i peduncoli
cerebellari e le vie trigeminali intraparenchimaldati coincidono con un quadro di
demielinizzazione con una possibile degeneraziseerale associata. Alle immagini
diffusion-weighted si evidenzia una iperintensita s¢ggnale delle zone colpite,
compatibile con un quadro edematoso, e le misunadiella diffusivita media e della
FA evidenziano un danno della matrice mielinicalaAH-MRS, in corrispondenza
delle zone lese, si evidenzia un picco di colinaleratamente elevato che testimonia
un certo grado di demielinizzazione, mentre la zidoe del picco NAA e
I'incremento di quello del mioinositolo dimostraperdita o sofferenza assonale e
gliosi reattiva. Il picco del lattato & costanteneeslevato.

. LEUCOENCEFALOPATIA DIFFUSA AUTOSOMICA DOMINANTE CON
SFEROIDI NEUROASSONALI (HDLS)

Sferoidi neuroassonali, piu frequentemente locatizaella sostanza grigia, possono
ritrovarsi in alcune malattie metaboliche e degatieg, con l'eta avanzata, o in
seguito ad intossicazioni, traumi, e tumori; ragpreando il principale marker delle

distrofie neuroassonali.
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Per la prima volta Seitelberger, nel 1971, ricoeosome nuova entita diagnostica
'associazione tra una leucoencefalopatia e laemas di sferoidi neuroassonali
all'interno della sostanza bianca alterata, disterglola dalle distrofie neuroassonali.
Successivamente, nel 1984, la HDLS viene desdnttzna ampia famiglia svedese
con 17 soggetti affetti con manifestazioni cliniclppedominanti sul versante

psichiatrico: depressione, ansieta, abuso di alawiddbilita e aggressivita; associati a
sintomi neurologici caratterizzati da demenza, essila, perdita dell’equilibrio con

retropulsione, disturbi del passo, atassia, inoeniza urinaria, ed, in una minoranza
dei casi, da tremori e discinesie dell’'orofaringe.

Manifestazioni cliniche:

Compare generalmente nell’eta adulta sebbene siatiaddescritti casi ad esordio gia
nel primo decennio di vita (2-8 anni).

Anche l'entita del coinvolgimento clinico dimosteampia variabilita fenotipica fra
forme ad esordio precoce ed a rapida evoluzioneiikeaM. et al., 1992) e forme ad
esordio tardivo e lenta evoluzione.

La malattia si manifesta in genere oltre la quidiecade con una demenza a
caratterere progressivo e un interessamento piedeitle principali manifestazioni
cliniche comprendono infati disturbi di ordine gsatrico come depressione, ansieta,
irritabilita, allucinazioni, aggressivita, statonfosionale e disorientamento e sintomi
neurologici come un quadro demenziale con progresiclino cognitivo, epilessia e
disturbi della matilita con compromissione piranmi@éche tende ad evolvere verso un
quadro di tetraplegia), spasticita, sintomi extrapidali come corea, parkinsonismo,
rigidita, ma anche turbe del visus, disturbi cell@biecome atassia, disartria 0 aprassia
della marcia e sindrome pseudobulbare. In un nunierbato di casi sono stati

descritti tremore, discinesia prevalentemente adlencontinenza urinaria.
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Diagnosi:

La MRI rivela un grado variabile di atrofia cortieacon gradiente fronto occipitale
con dilatazione dei ventricoli laterali e degli spsubaracnoidei. All'atrofia si associa
una iperintensita della sostanza bianca nelle seguel, pesate, in sede

periventricolare e nella sostanza bianca proforoda, risparmio delle fibre a U,

coinvolgimento dei nuclei della base (in particelatel caudato, del talamo o del
putamen) e dei tratti piramidali.

La diagnosi € principalmente fondata sullo studieuropatologico tramite la

microscopia elettronica, o I'analisi microscopioapd fissazione e colorazione (con
ematossilina-eosina, PAS, cresil-violetto e reaziodi Masson-Fontana). La

leucodistrofia con sferoidi neuroassonali si carata per la presenza, su un
sottofondo leucoencefalopatico diffuso, di sferamicorrispondenza della sostanza
grigia e bianca con frammentazione mielinica e iper@ssonale.

Diagnosi differenziale:

La diagnosi differenziale si pone nei confrontildebatologie con degenerazione
corticale, come la demenza frontotemporale, comé&attie del motoneurone, la
malattia di Pick, la malattia di Binswanger e l[a[@XSIL. La diagnosi differenziale

si pone poi con le altre forme leucodistroficheu¢edistrofia metacromatica ad
esordio tardivo, malatia di Krabbe ad esordio adlilto e adrenoleucodistrofia X-
linked a predominanza frontale) ed in particolana & forme che si associano alla
presenza di sferoidi neuroassonali come la derewatobistrofia e la lipodistrofia

membranosa.
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LEUCODISTROFIA ASSOCIATA AD ALTERAZIONI NEL
METABOLISMO DEI POLIOLI
E’ una leucodistrofia, a plausibile trasmissionéoaamica recessiva, descritta in un
singolo paziente nel 1999 (Van der Knaap M.S. .etlab9).
| polioli, o alcooli poliidrossilati, sono dei métaliti derivati dagli zuccheri che
presentano diffusione ubiquitaria nell’organismoamm, sebbene concentrazioni piu
elevate siano riscontrate nel CSF in rapporto abse, cosi da far ipotizzare una
produzione prevalentemente cerebrale. Livelli atiedi polioli sono stati identificati
in diverse patologie come I'encefalopatia epatiaasindrome di Down, il morbo di
Alzheimer, l'ipergalattosemia e, ultimamente, ancheuna patologia descritta da
Verhoeven nel 2001, determinata da una alterazawiegene della transaldolasi
(TALDO1), e caratterizzata, sul piano clinico, pmkantemente da cirrosi ed
epatosplenomegalia. Poco si conosce del metabolideopolioli e della loro
funzione, inoltre le tecniche di dosaggio neuroineliao non includono, in genere, la
valutazione dei livelli dei polioli. Gli errori cayeniti nel metabolismo dei polioli, e
quindi anche la presente leucodistrofia, propris peesto, non solo non sono
valutabili in termini di frequenza, ma sono ipatathente ampiamente sottostimati.

Principali aspetti di genetica molecolare:

Le analisi del plasma, delle urine e del CSF ddigmde in questione effettuate
tramite cromatografia, secondo il metodo di Janbamno evidenziato un aumento
principalmente dell'arabitolo e del ribitolo. Unfa# enzimatico candidato & cosi
quello della D-xilulochinasi che converte lo D-xdgio, e probabilmente il D-
ribulosio, in D-xilulosio-5-fosfato. Un secondo aéf enzimatico possibile € quello
della transchetolasi che catalizza la conversioele Diribosio-5-fosfato e del D-

xilulosio-5-fosfato in sedoeptulosio-7-fosfato ecgtaldeide-3-fosfato. Dal punto di
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vista patogenetico il danno sarebbe determinatardaffetto tossico dell’accumulo
dei polioli, ma in assenza di un deficit enzimateali una patogenesi note non é
ancora possibile definire gli elementi determinaintjuesta patologia

Manifestazioni cliniche:

Figlio unico di una famiglia di soggetti non congaimei, evidenziava lieve ritardo di
sviluppo con deambulazione autonoma a 2,5 anncedisizione del linguaggio a 3-4
anni. All'eta di 4 anni comparve una sintomatologianvulsiva, ed a 7 anni si
evidenziava una sindrome degenerativo/regressimadeterioramento visivo, deficit
del linguaggio, deficit del coordinamento motorigpécificatamente degli arti
superiori, per lo piu a carattere distale), altemaiz della stabilita durante la
deambulazione, ed epilessia. L’esame neurologic®4 anni, evidenziava atrofia
ottica, nistagmo nello sguardo laterale, riflessasgeterino aumentato, disartria mista
cerebellare/pseudobulbare, atassia prevalentenvagk arti, iperreflessia, atrofia
distale, debolezza, ipoestesia agli arti inferibtest neuropsicologici (test intelletivo
non verbale di Snijders-Oomen) era compatibile aoeta compresa frai 2,6 e i 4,8
anni.

Diagnosi:

Test di laboratorio:

Gli studi biochimici e neurometabolici evidenziagaim aumento dell’arabitolo e del
ribitolo nel liquor, in misura maggiore che nel i, cosi come di altri zuccheri e
polioli (treitolo, xilulosio, arabinoso, xilitolog mannolo). Il mioinositolo, I'eritritolo
ed il fruttosio risultavano diminuiti nel CSF; gttssio, galattitolo, mannitolo e
sorbitolo erano invece nella norma. Lo studio ddilita della D-xilulochinasi
utilizzando come substrato #'C,-D-xilulosio nel lisato eritrocitario risultd nella

norma cosi come lo studio dell’attivita della treimstolasi.

135



Gli esami effettuati su altri metaboliti permise escludere altre patologie
leucodistrofiche.

Neuroimaging:

Alla MRI (effettuata ad 11 anni) furono evidenziaeomalie diffuse della sostanza
bianca con prevalente localizzazione a livello @elibre arciformi (U-fibers),
interessamento lieve della sostanza bianca perigeldre e completo risparmio del
corpo calloso e della capsula interna. L'aspetite deomalie della sostanza bianca
aveva carattere vacuolizzante con ampliamento delleonvoluzioni. Nessuna
alterazione di segnale fu evidenziata a livelloladelorteccia cerebrale, dei gangli
della base e del tronco. A livello cerebellare@esente una atrofia vermiana.

Diagnosi differenziale:

Livelli elevati di polioli sono presenti anche ndibbete e nella ipergalattosemia ed
entrambe presentano quadri di neuropatia perifexiaauolizzante, senza pero
coinvolgimento del SNC, supportando l'ipotesi deblo tossico dei polioli sul

rivestimento mielinico.

. LEUCODISTROFIA CON OLIGODONTIA

E’ una forma leucodistrofica descritta per la privadta nel 2003 in un’unica famiglia
siriana con alto tasso di consanguineita (Atrounale 2003). Alterazioni di tipo
leucodistrofico associate a malformazioni dentedine in precedenza state descritte
nel 1989 da Harbord et al., ma la patologia pregantai pazienti nel 1989 si
associava a microcefalia e perdita del grasso @atoeo con aspetto emaciato ed
occhi incavati, elementi che non erano presentarieima precedentemente descritta.
La relazione fra alterazioni della sostanza bianoagalformazioni dentali & di difficile
interpretazione; gli autori dello studio hanno ippato un processo analogo a quello

indotto dalla mucopolisaccaridosi in animali dae¥gpento, nei quali era possibile
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evidenziare un accumulo di strutture lisosomialigiheameloblasti e negli
odontoblasti.

Manifestazioni cliniche:

Nei pazienti esaminati erano presenti oligodontre fall'estremo dell’edentulia,
enoftalmia, disturbi della deambulazione con initabdella marcia, andatura a base
allargata, oscillazioni del tronco con riflesso Bomberg positivo, ipereflessia,
riflesso gag positivo, disartria, lieve diminuziodella pallestesia, babinski positivo e
clono del piede.

Lo studio MRI evidenziava degenerazione della sastabianca profonda dei centri
semiovali con successiva estensione ai tratti@mtpinali ed agli emisferi temporo-
occipitali. In tutti i pazienti era presente ateofcorticale ed in un paziente era
riscontrabile un interessamento della sostanzachiemdollare.

L’ortopanoramica evidenziava oligodontia con peesiza di soli denti decidui con
anomalie di alcuni altri denti e microdontia.

. MALATTIA DI SALLA

Si tratta di una leucodistrofia caratterizzata geaenente, che colpisce quasi
esclusivamente la popolazione di origine finlandeseche rientra tra i disturbi di
origine lisosomiale.

Manifestazioni cliniche

Un ritardo nello sviluppo psicomotorio si rendedarite in questi pazienti, gia nel
primo anno di vita, associato a dismorfismi facgighotonia, riflessi tendinei vivaci
con risposta in estensione plantare, ritardo mentdalgrado medio e una atassia

progressiva.
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Diagnosi:

Le immagini di risonanza magnetica mostrano unanipbnizzazione, con ridotto
volume globale, della sostanza bianca sopratefdofiperintensita si segnale nelle
sequenze T2 pesate), una estrema sottigliezza agl ccalloso e una atrofia
cerebellare.

Una alta concentrazione urinaria di acido sialigo, suo accumulo all'interno dei
fibroblasti insieme alla presenza di numerosi véicaontenenti materiale fibro-
granulare all'interno del citoplasma dei fibroblastessi, confermano il sospetto
diagnostico di malattia di Salla.

Principali aspetti di genetica molecolare:

In alcuni casi I'analisi molecolare ha individud@gomutazione nel gene SLC17A5 che
codifica per una proteina chiamata sialina, resabites del difetto nel metabolismo

dell'acido sialico, anche se il meccanismo che pcavl’alterazione della mielina

cerebrale € sconosciuto.

Diagnosi differenziale:

L'ipomielinizzazione €& una caratteristica anche atlire leucodistrofie, come la

Pelizaeus-Merzbacher e l'aspartilglucosamminurian(der Knaap et Valk, 1995),
anche se in quest’ultima I'eta di insorgenza ealatteristiche cliniche completamente
differenti, ne rendono facile il riconoscimento. dJdiagnosi differenziale va quindi
effettuata tra la malattia di Salla e la PMD: ut@féa cerebrale, un coinvolgimento
della sostanza bianca sia cerebrale che cerebeaflafaspetto “tigroide” della

dismielinizzazione sono tipiche della seconda formantre nella prima si evidenzia
una alterazione diffusa della sostanza bianca epumalenza nei pazienti di origine

finlandese.
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IPOMIELINIZZAZIONE SEVERA ASSOCIATA A LIVELLI ELEVA TI DI
N-ACETILASPARTILGLUTAMMATO (NAAG) NEL LIQUOR
Descritta recentemente da Welf al. (Neurology 2004), in due casi non correlati tra
loro, di sesso femminile, con esordio precoce temarato da nistagmo (4-6
settimane di vita), epilessia farmaco-resistentesé@imane-2 anni), microcefalia
progressiva, importante ritardo nello sviluppo peiotorio e pressoché totale assenza
di mielina, con omogeneo aumento di segnale neljgienze T2-pesate, alle indagini
di risonanza magnetica. Le caratteristiche cliniohedi neuroimmagini sono
sovrapponibili alla forma connatale di PMD trasnaes®n meccanismo recessivo
legato al cromosoma X del gene PLP, analizzato ogunel in questi 2 soggetti e
risultato nella norma. | potenziali evocati somateriali mostravano una 1° onda
normale, ma assenza di segnale dal 11° al V° imtep La spettroscopia in risonanza
magnetica evidenziava in entrambe le pazienti, rvaevati di NAAG, che viene
considerato dagli autori il marker per questa numvadizione morbosa.
I NAAG é un metabolita sintetizzato dalla NAAG wiasi a partire dal NAA e dal
glutammato e degradato dal GCP-Il, che , a livetlerebrale, € espresso
esclusivamente sulla superficie di membrana deglioaiti; e si pensa giuochi un
ruolo importante nei meccanismi di segnale traoagtre neuroni, sia per il processo

di mielinizzazione che per il mantenimento degficas.

1.1.2,3 Leucodistrofie secondarie ad alterazioni neboliche/degenerative

Per leucodistrofie secondarie intendiamo un grugipaffezioni in cui la mielina, e
quindi la sostanza bianca cerebrale, non vienevotimm in maniera prevalente, pur
mostrando una alterazione di segnale in risonaregnetica, e la sintomatologia ha

carattere di malattia multiorgano.
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Un esempio classico di queste forme sono le pamlegate al metabolismo degli
aminoacidi e degli acidi organici. Il deficit deghzimi coinvolti nel metabolismo
degli aminoacidi porta, spesso, allaccumulo dit@aze tossiche e a danni d’organo:
cervello, fegato e reni risultano maggiormente itolhe acidurie organiche sono
disturbi del metabolismo intermedio caratterizzata un accumulo di acidi
carbossilici. La classica distinzione tra aminoapigtie ed acidurie organiche piu che
essere dovuta ad importanti differenze clinicheatogenetiche, riflette lo sviluppo
dei metodi analitici. Infatti, mentre la rilevaz®udegli aminoacidi & stata possibile fin
dagli anni '40 tramite la reazione alla ninidrin@er una efficace caratterizzazione
delle sostanze prive di gruppi amminici si € dovritmrrere alla gascromatografia
delle urine negli anni ‘80, soprattutto in assoiag alla spettroscopia di massa.

Le caratteristiche cliniche di un determinato ddeenzimatico sono comunque
dovute a molteplici fattori: la tossicita specifickel metabolica accumulato e la
contemporanea carenza del prodotto, la gravitadifetto enzimatico, I'apporto
esogeno proteico o il rilascio endogeno degli atiai conseguente al catabolismo
proteico. Lafenilchetonuria e l'aciduria idrossiglutarica, sono due esempi di
patologie dovute all’alterato metabolismo degli aoacidi e degli acidi organici
urinari, rispettivamente, e che vengono incluse l&aleucodistrofie secondarie.
Entrambe infatti, oltre a sintomi neurologici, pFatano un alterato segnale della
sostanza bianca cerebrale, sia in forma diffusaecoella fenilchetonuria classica (in
relazione anche ai gravi danni cerebrali), siaoimmia localizzata a livello periferico
(fibre a U) nell’aciduria L-2-idrossiglutarica.

Altre malattie metaboliche che mostrano alterazimrgarico della sostanza bianca
cerebrale, sono lemnitocondriopatie. Si tratta di un gruppo di patologie che

interessano deficit enzimatici coinvolti nella poatbne di energia; il complesso della
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piruvato deidrogenasi, gli enzimi della catena r@spria mitocondriale e I'ATP
sintetasi, quelli maggiormente implicati. Le cagattiche cliniche, la fisiopatologia e
la genetica di molte di queste forme hanno carstiegne comuni, poiché molti
complessi enzimatici contengono lo stesso tipo rditgine e i metaboliti che si
accumulano possono avere un effetto inibitore suetzimi. In generale gli organi
piu colpiti comunque sono quelli che richiedono elavato fabbisogno energetico,
quali retina, reni, cuore, muscolo e cervello. ISindrome di Leigh, le MELAS, le
MERRF, e le NARP, rientrano tra le forme di encefislopatie con caratteristiche
radiologiche inquadrabile tra le forme di leucodife secondarie, anche se
generalmente il quadro di risonanza magnetica ¥egran coinvolgimento diffuso di
tutte le strutture encefaliche, non solo o printagate della sostanza bianca.
Numerose sono le patologie sistemiche che poss@semare un coinvolgimento del
sistema nervoso con alterazioni della sostanzac@iancefalica anche prominenti. Ci
limitiamo a descrivere le forme che piu frequentetegpossono porre problemi di
diagnosi differenziale e di cui ancora oggi si dtscl’'appartenenza alla categoria di
leucodistrofie secondarie:
- Sindrome di Cockayne
- leucodistrofia con calcificazioni dei gangli bag&@indrome di Ai cardi-
Goutieres)
- Sindrome 18g- (Sindrome di De Grouchy)
- Osteodisplasia lipomembranosa con leucoencefatopelierosante (PLSOL,
Malattia di Nasu-Hakola)
- Sindrome di Sjogren-Larsson (SLS)
- Neuropatia periferica demielinizzante (Sindrom&ianderburg-Shah)

- Dermatoleucodistrofia
- lipodistrofia membranosa.

SINDROME DI COCKAYNE (CS)
La sindrome di Cockayne include un ampio spettro affezioni morbose a

trasmissione autosomica recessiva che comprendono:
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1: Sindrome di Cockayne tipo | o forma classica

2. Sindrome di Cockayne tipo Il o sindrome ceretcalo-facciale (COFS) o
sindrome di Pena-Shokeir tipo Il (variante piuesevad esordio precoce).

3: Sindrome di Cockayne tipo Il (forma a gravitéermedia).

4. Xeroderma pigmentoso-Sindrome di Cokayne (XB-CS

La malattia prende il nome da Edward Alfred Coclay(l880-1956), ed é
determinata da una alterazione genetica di almeecfattori con funzione di DNA-
repair. La frequenza della malattia € ignota prees®losi essenzialmente in casi
sporadici 0 in soggetti con anamnesi familiare fposiper la malattia. La sua
frequenza viene stimata intorno ad 1/100.000, cperealtre malattie rare, sebbene
guesto valore potrebbe sopravvalutarne la frequeBzaalcola che, a partire dal
1992, siano 140 i casi totali descritti in letterat

Principali aspetti di genetica molecolare:

La sindrome di Cokayne tipo A o tipo | € determéndalla mutazione del gene CKN1
0 ERCCS8 (excision-repair cross-complementing pro&ilocalizzato sul cromosoma
5012, che codifica per una proteina di 396 aapdsb di 44 kd. La CKNL1 interagisce
con la proteina ERCC6 e con la proteina p44 (unausita del TFIIH [RNA
polimerasi Il transcription factor]) svolgendo ufuezione di DNA-repair accoppiata
alla trascrizione. Sono state descritte diverseamani fra le quali una delezione di
279 paia di basi, una di 89 paia di basi, una nt@zpuntiforme con introduzione di
un codone di stop, mutazioni missense e non seea2a cha nessuna di esse appaia
statisticamente predominante.

La sindrome di Cockayne tipo B € determinata dallaazione del gene della ERCC6
sul cromosoma 10q11 che codifica per una proteidd @3 aminoacidi con 7 domini

funzionali che sembrerebbe avere funzione nelifa@! I'elongazione dei prodotti di
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trascrizione della RNA polimerasi Il. Sono noteofia 20 mutazioni fra cui mutazioni
puntiformi, mutazioni con codone di stop e delekzion

La sindrome di Cockayne-Xeroderma pigmentoso ptasanalogie evidenti con lo
xeroderma pigmentoso, altra patologia da deficA-repair.

Manifestazioni cliniche:

Prima della identificazione dei geni responsabdilal malattia, si riteneva che il
fenotipo clinico fosse unico, ovvero quello delt@rha classica della malattia. Le
scoperte della genetica e l'attenta analisi degpe#ti clinici hanno permesso di
suddividere la sindrome nelle seguenti forme:

Sindrome di Cockayne tipo I: Esordisce intorno al secondo anno di vita quando
inizia a comparire un ritardo di sviluppo e dell@scita. Con il passare del tempo
altezza, peso e circonferenza cranica assumonao aatpiamente inferiori al quinto
percentile, si ha una progressiva compromissiofie dista, dell’'udito e disabilita da
interessamento del sistema nervoso sia centrajgesi@rico con comparsa, nell’'86%
dei casi, di carie dentali. La fotosensitivita pegsere di grado severo, anche se in
genere | pazienti non sono soggetti a tumori cutahgrincipali sintomi sono

rappresentati da:

Sintomi neurologici Ipertonia/spasticita, iper o iporeflessia, anomdé#a
marcia od instabilita, atassia, incontinenza, tneno
disturbi del linguaggio o mutismo, epilessia, piadebole,
difficolta di alimentazione, atrofia muscolare, araie

dell'umore.
Sintomi dermatologici Anidrosi e rash malare, ipersensitivita ai raggi UV
Sintomi oftalmologici Atrofia ottica, retinite pigmentosa, miosi, ipermugia,

strabismo, nistagmo, fotofobia, microftalmia,
restringimento delle arterie retiniche, assenzzediezione
lacrimale

Sintomi odontoiatrici Edentulia o ipoplasia dentaria, ritardo d’eruzidieg denti
decidui, malocclusione

Sintomi renali Anomalie renali sono state descritte in letteratnea
hanno generalmente carattere subclinico
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Sintomi endocrini Criptorchidia, ritardo di comparsa dei carattesssali

Sintomi gastrointestinali | Epatoo splenomegalia, alterazione degli indici di
funzionalita epatica

Il decesso avviene in genere fra la seconda e tlmeade (valore medio 12 anni), ma
sono stati descritti casi con sopravvivenza olreeftza decade.

Sindrome di Cockayne tipo Il: La malattia si manifesta con un deficit connatale
dello sviluppo con un blando o assente recuperad-rmisle. E’ presente cataratta
congenita in circa il 30% dei casi ed i pazientet sviluppano una artrogripposi o
un quadro contratturale del tronco (cifosi, scajias dei cingoli. L’'exitus avviene
intorno ai 7 anni d’eta.

Questo gruppo comprende anche quei pazienti chternpo venivano inclusi in due
quadri clinici denominati sindrome cerebro-oculodiale (COFS) e sindrome di
Pena-Shokeir tipo Il e che sono determinate dazimaria dei geni CKN1 o ERCC6 e
che devono essere considerati a tutti gli effettiphzienti CS tipo .

Sindrome di Cockayne tipo IlI: In un periodo antecedente gli sviluppi della geaet
molecolare sono stati descritti un numero limitalio pazienti che presentavano
caratteristiche cliniche simili alla sindrome di ckayne ma con un normale
accrescimento staturale e cognitivo. Per una questidi maggiore correttezza
diagnostica questi pazienti sono stati inclusi anetlategoria della sindrome di
Cockayne tipo lll. Su nessuno di essi € stato pdsseffettuare lo studio molecolare
o quello cellulare del DNA-repair e delle protegiecomplemento, solo in un caso ad
esordio tardivo lo studio genetico ha evidenziatoa udelezione interstiziale
dellERCCS.

Xeroderma pigmentoso-Sindrome di Cockayne (XP-CS)Sono stati descritti vari

gradi di sovrapposizione sindromica fra la sindrodiecockayne e lo xeroderma
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pigmentoso. Mentre lo Xeroderma pigmentoso, unrdise correlato ad un deficit di
DNA-repair, presenta lentiggini del viso e carcin@utanei ad esordio precoce, che
non sono presenti nella sindrome di Cockayne,ndreme di De Sanctis-Cacchione,
una variante dello XP, presnta molti dei sintomilad€€S come: ritardo mentale,
spasticita, bassa statura, ipogonadismo in asstleadisplasie facciali tipiche della
CS. Allo stesso modo sono stati descritti paziéstiotipicamente XP portatori di
mutazioni del gene ERCCG6 e pazienti clinicamenggmuidsticati come affetti dalla CS
ma con lesioni cutanee XP-like che sono stati siakei gruppi di complementazione
XPB, XPD ed XPG.

Diagnosi:

La diagnosi viene effettuata sulla base del quatinico, sull’aspetto somatico, su un
controllo dei parametri di crescita, dei dati aftalogici e audiologici, del’lRX
scheletrico, dellEMG (neuropatia demielinizzantdgll'elettroretinogramma, delle
alterazioni epatiche e renali, dei potenziali evipckel neuroimaging, di un possibile
studio dei fibroblasti in coltura oppure dello studenico.

La CS tipo | deve essere sospettata in un bamhiaodp sono presenti entrambi i
criteri maggiori e tre criteri minori ed in un neta quando entrambi i criteri
maggiori sono rispettati in presenza di fotosetitltutanea.

La diagnosi di CS tipo Il deve essere sospettatmineonato con ritardo di crescita e
mancata crescita staturo-ponderale e della circenfa cranica in fase post-natale,
oppure in presenza di deficit neurologici post-hataancora in presenza di cataratta
congenita o altre malformazioni congenite oculamicfoftalmia, microcornea,

ipoplasia dell'iride).
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Criteri maggiori

- Deficit di crescita post-natale (altezza e peserinofi al 5 percentile)

- Deficit neurologico a carattere progressivo sottoria di un ritardo di sviluppo psico-motorio
seguito da alterazione del tono del rumore e detriento intellettivo. Alla risonanza
magnetica quadro leucodistrofico con calcificazioiacraniche.

Criteri minori

- Fotosensibilita cutanea con o senza cute e cawddiii e aridi (75%)

- Neuropatia periferica demielinizzante rivelata EMG, allo studio delle velocita di
conduzione o alla biopsia di nervo.

- Retinopatia pigmentaria (55%) o cataratta (36%)

- Sordita neurosensoriale (60%)

- Carie dentali (86%)

- Aspetto fisico caratteristico con “nanismo cacleetti cute e capelli sottili, occhi infossati e
postura incurvata

- Aspetto radiografico osseo con assottigliamentep#isi sclerotiche ed anomalie vertebrali e
pelviche

Neuroimaging:

Alla TC si evidenzia una atrofia generalizzata beake e cerebellare con
calcificazioni dei nuclei della base, su un quadirgpodensita diffusa della sostanza
bianca. Alla MRI si evidenzia una iperintensitafast nelle sequenze, pesate, con
risparmio della mielina in corrispondenza dei gamtglla base, del talamo, della
capsula interna e dello splenio e del ginocchiocdgbo calloso.

Diagnosi differenziale:

La diagnosi differenziale deve essere posta nefraoim di tutte quelle forme
morbose che si caratterizzano per un quadro cliai@@ogo a quello della CS con
anomalie congenite del volto, dei cingoli, cardiaah viscerali, infezioni ricorrenti
(eccetto otite media e infezioni respiratorie), tulisi metabolici e neurologici,
anomalie dei parametri ematologici (anemia, leun@ee maggiore frequenza dei

tumori. Queste comprendono:
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_ o _ Malattie cromosomiche, malattie endocrine
Malattie con deficit di crescita ——> e metaboliche, disturbi gastrointestinali
compreso i deficit di assorbimento

Leucodistrofie con deficit

, . ——>  PMD connatale
dell’accrescimento

Malattie associate a calcificazioni Rosolia e toxoplasmosi, anomalie
dei gang” della base > del metabolismo del calcio/fosforo

Malattie associate a fotosensibilita Xeroderma pigmentoso e sindrome di

. . . . (progeria), sindrome di Werner e sindrome
e dei capelli od invecchiamento di Rothmund-Thompson

precoce
Malattie associate a retinopatia Malattie mitocondriali e disordini
pigmentosa > perossisomiali

. . . . Sindrome Cornelia-De Lange , sindrome
Malattie con def'c_[t molto grave di di Dubowitz, sindrome di Hallerman-
accrescimento (gia I'esame fisico e Streiff, sindrome di Rubinstein-Taybi,
I'entita del deficit dovrebbero ——>  sindrome di Russel-Silver, sindrome di
essere diagnostici) Seckel, sindrome di Wiedemann-

Rautenstrauch

Anche la sindrome MICRO (microcefalia, microcorneacataratta) puo creare
problemi di diagnosi differenziale con la CS tipodnche se I'assenza dell'impegno
neurologico progressivo e la normalita dellERC@érpettono di escluderla.

Terapia:

Sono necessari frequenti controlli clinici e strumadi per valutare i parametri di
crescita e controllare le anomalie piu di frequartdeontrate nel corso della malattia
(defict visivi, acustici, compromissione epaticaiaglete mellito, deficit renali,
ipertensione). La terapia ha carattere sintomatiqmevede il ricorso a programmi
educativi individualizzati e l'utilizzo di strumenidonei a trattare i disturbi dello
sviluppo e della marcia. Si puo ricorrere alla peaisico-riabilitativa, eventualmente
associata a terapia medica, per prevenire le dturgala spasticita e “sostenere” la
deambulazione; all'utilizzo della gastrostomia pegvenire la malnutrizione; all’'uso

di filtri solari con limitata esposizione al solegr prevenire i tumori; ai controlli e
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trattamenti odontoiatrici particolarmente frequeptr prevenire le carie. Particolare

attenzione richiedono i deficit uditivi e visivi.

LEUCODISTROFIA CON CALCIFICAZIONI DEI GANGLI BASALI

(SINDROME DI AICARDI-GOUTIERES)
La sindrome di Aicardi-Goutiéres € una forma diefalopatia progressiva ad esordio
precoce caratterizzata dall'associazione di midedige calcificazioni dei gangli della
base (in particolare del putamen, del globus padlie del talamo), leucodistrofia,
atrofia cerebrale, linfocitosi cronica e livellieshti di interferonea nel liquido
cefalorachidiano. Descritta per la prima volta daafdi e Goutieres nel 1984 in 8
soggetti appartenenti ad una famiglia portoghesmevitrasmessa con modalita
autosomica recessiva o dominante e presenta wesstanento della sostanza bianca
per lo piu a carattere dismielinizzante. Sono cBBai casi di sindrome di Aicardi-
Goutiéres descritti in letteratura sino ad ora @iaet al. 2002) e la frequenza di
guesta patologia, cosi come del resto la sua pag¢sgerimane in buona sostanza
sconosciuta anche a causa di una disponibilitdtdimidelle tecniche di dosaggio
dell'lFN-a nel CSF.

Principali aspetti di genetica molecolare:

Sono numerosi gli studi che, nel corso degli ultimnni, hanno portato
all'identificazione di 5 geni responsabili della latéia. Nel 2000 infatti Crow et al.
hanno studiato 23 soggetti malati provenienti dafdriglie differenti ed hanno
eseguito uno studio di linkage genomewide ideratifao, pur sulla base di una
eterogeneita genetica che faceva sospettare €agstdi almeno un ulteriore gene,
una sequenza sul cromosoma 3p21 con alto graditkdgle con la malattia (chiamato
AGS1). Il gene in questione, successivamente ffiestd, € quello della esonucleasi

TREX1. Nel 2005 Ali et al.,, eseguendo uno studioliakage su 10 famiglie di
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soggetti affetti, negativi per il linkage allAGShanno individuato un secondo locus,
denominato AGS2, localizzato sul cromosoma 13qlgétluna lunghezza di 4,7 cM
e che codifica per la subunita B della ribonucléti

Recentemente sono stati identificati altri 3 gesiie a trasmissione autosomica
recessiva ed uno a trasmissione autosomica dominare codificano rispettivamente
per la subunita C della ribonucleasi H2 (AGS3, at.; 11q13.2), per la subunita A
della ribonucleasi H2 (AGS4, aut. rec.; 19p13.18eela TREX1 (AGS5, aut. dom,;
3p21.3-p21.2).

Lo studio dei geni presenti nelle sequenze ideatié non ha perd chiarito quali
possano essere i fattori coinvolti nella patogendisiquesta malattia, sebbene
I'attenzione, al di la degli elementi forniti dallgenetica, si sia concentrata negli
ultimi anni sui meccanismi di regolazione delladamesi dell'interferone alfa. Nel
1982 infatti, prima ancora della definizione di stzesindrome, Lebon et al. avevano
descritto una paziente che presentava elevati lilivél IFN-a nel liquido
cerebrospinale e nel siero e che presentava unraskdromico simile ad una
fetopatia. L’assenza di rilievi di infezione congane la successiva nascita di un
fratello che presentava un quadro clinico del t@t@logo portarono nel 1986 ad
inquadrare il caso all'interno della sindrome dca&idi-Goutieres. Da allora il rilievo
di elevati livelli di IFN-a nel liquido cefalo-rachidiano rappresenta uno idelgimenti
imprescindibili per porre diagnosi di malattia € gudi condotti sulla popolazione di
soggetti affetti sembrerebbe correlare i livellilEN-a con la precocita di comparsa
dei sintomi.

| livelli elevati di IFN-a nel siero e nel liquido -cefalo-rachidiano non
rappresenterebbero un epifenomeno della malatbeyecdimostrato dai, seppur

limitati, studi neuropatologici (Barth et al.), mmterverrebbero in maniera
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determinante, come sembrerebbero dimostrare leusioeli tubulo-reticolari
identificate sia a livello cutaneo sia nel SNC dmiggetti affetti. Una ipotesi
suggestiva €& quella secondo la quale [linterferarmuserebbe un processo
vasculopatico (prevalentemente arteriolare) conseguente necrosi (microinfarti
cuneiformi), calcificazione e demielinizzazionewello del SNC e, a livello cutaneo,
la comparsa di “geloni” che si presentano comeofesdolorose e cianotiche alle
estremita, talvolta con ulcerazioni, conseguenzaurdiinteressamento distale dei
piccoli vasi.

Nel 1998 Akwa et al hanno sviluppato un topo tramsgp per la GFAP-IFN con
produzione cronica di IFM-da parte degli astrociti. Il topo in breve ha ggpato un
quadro di encefalopatia infammatoria con depoditicalcio, meningoencefalite,
gliosi e neurodegenerazione. Molti degli aspettscdiéti nel modello murino
sembrano ricalcare gli elementi caratteristici desta malattia supportando I'ipotesi
di un ruolo patogenetico della misregolazione dettaduzione d’interferone.
L’attenzione si €& quindi, negli ultimi anni, focatiata sul meccanismo di
disregolazione dell’ IFNx ai fini di comprendere sia le basi del suo innaeato
cronico, sia i meccanismi responsabili del danmssutiale, ipotizzando che questa
sindrome rappresenti un esempio peculiare di eterfopatia. Sono in corso studi
post-genomici per identificare le differenze nedpeessione genica, fra soggetti affetti
e non affetti, nei linfociti prelevati dal liquidoefalo-rachidiano con la finalita di
identificare i geni la cui espressione é alteratiasnggetti affetti nonché i meccanismi
patogenetici della malattia.

Manifestazioni cliniche:

La malattia non si manifesta in gravidanza, durdmarto ed il periodo neonatale, se

si eccettuano limitati casi di anomalie del parto gui € stato possibile riscontrare la
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presenza di calcificazioni cerebrali o di microdief@ ritardo di crescita gia in utero.
La malattia esordisce di norma intorno al terzo emés vita con microcefalia
progressiva e perdita delle acquisizioni precedassociate in un numero limitato di
casi ad epatosplenomegalia e trombocitopenia. Datopdi vista neurologico sono
presenti irritabilita, disturbi di alimentazione igfhgia, reflusso gastro-esofageo,
difficolta di masticazione), febbre in assenza wtisinfettivi ed ipersonnia. Sono
presenti spasticita (pressoché costante), ipotivarecale, segni piramidali (ipertono
distale ed iperreflessia), segni extrapiramidaiint muscolare fluttuante, spasmi
opistotonici, distonia orale, postura distonicascthesia distale e un persistente
riflesso tonico asimmetrico del collo) e disturl®i dnovimenti oculari (nistagmo,
anomalie saccadiche, strabismo). Il linguaggio selate nella totalita dei pazienti
affetti. Risulta difficile valutare gli aspetti coigivi a causa della gravita del quadro
clinico.

In un 20-25% di soggetti affetti & stata desctatpresenza di convulsioni ed in altri &
stata descritta una lenta attivita di fondo connaalge focali allEEG. Nel 25% dei
pazienti sono presenti inoltre anomalie cutaned queocianosi, geloni ed eritema ed
occasionalmente sono presenti epatosplenomegaliean (elevazione delle
transaminasi), trombocitopenia e glaucoma.

Varianti atipiche:

Ritardo lieve o0 moderato e/o interessamento negiotomoderato:

La sindrome di Aicardi-Goutieres presenta un anvaigabilita fenotipica e varianti

cliniche sintomatologicamente lievi sono state d#scin letteratura suggerendo la
possibilita che soggetti affetti possano rimanene diagnosticati.

Alcuni pazienti possono non presentare microcefgi@ in presenza di una

disfunzione dello sviluppo neurologico. Esempio goigmatico della variabilita
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fenotipica della malattia € quello descritto da d&toe van Rossum nel 1984

all'interno di una famiglia con due pazienti affett primo che presentava diplegia

spastica, normocrania e normale sviluppo intelleted il secondo paralisi cerebrale

discinetica, ritardo cognitivo e microcefalia pregsiva.

Atrofia cerebrale marcata, calcificazioni diffuse sntomi a carattere sistemico

(anemia microcitica): Alle forme lievi di malattia fanno da contraltarananti

estremamente gravi con impegno sistemico desddat€umar et al. nel 1998 in una

famiglia pakistana ad alto tasso di consanguineita.

Diagnosi:

Gli elementi dagnostici fondamentali sono:

1.

Microcefalia progressiva ed encefalopatia ad esofliecoce associata a
ritardo psicomotorio, spasticita e segni extrapicain

Calcificazioni bilaterali simmetriche in corrisparza dei gangli della base
(in particolare putamen, pallido e talamo) che possestendersi al cervelletto
(nucleo dentato) ed alla sostanza bianca (prevaterite periventricolare) in
un quadro alterazioni della sostanza bianca somi@tiperiventricolare e
frontale, tavolta con interessamento del troncelu@le e dei tratti piramidali.
Evoluzione verso un quadro di atrofia cerebralegloellare e del tronco con
ingrossamento dei ventricoli e dei solchi corticai degenerazione cistica
corticale.

Linfocitosi cronica (5-100 cellule/m#nel liquor , che puo ridursi nel tempo
e che non é accompampagnata da un altro segn@skrnza di un processo
infettivo

Negativita di tutte le indagini eziologiche, spéaiante di quelle mirate alla
diagnosi di infezioni fetali.

Innalzamento del livello di interferonea (>2U.I./ml) nel liquido
cerebrospinale (in media 54 U.I./ml) e nel sangunengdia 9,2 U.1./ml), anche

se il livello nel CSF e sempre molto piu elevatgaéllo del sangue.
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Istopatologia:

A livello del SNC e presente una demielinizzaziatifusa non omogenea con
astrocitosi, microinfarti cuneiformi, depositi cdic, calcificazione della media e
dell'avventizia nonché degli spazi perivascolarimthmmazione delle leptomeningi.
A livello cutaneo inclusioni tubuloreticolari enadtli e, allimmunofluorescenza,
depositi granulari di IgM a livello della membrabasale.

Diagnosi differenziale:

La diagnosi differenziale si pone nei confrontiuwh ampio spettro di patologie in
quanto le manifestazioni cliniche di questa sindrpralmeno in fase iniziale,
presentano elementi di aspecificita. La presenzepdiodi febbrili spinge spesso a
porre diagnosi di meningite od encefalite. Sono ease poi le patologie nelle quali
e possibile il riscontro di calcificazioni cerehral

La diagnosi differenziale si pone con altre formemntefalopatia ad esordio precoce:

Infezioni congenite -~ Importante la diagnosi differenziale anche in
(TORCH) relazione alla possibilita di trattamento
terapeutico delle forme infettive

MICS (microcefalia-

calcificazioni —> Condivide molti degli aspetti clinici

intracraniche) o pseudo- (microcefalia, _epa_tomegalia ~con _eIevazione

. ) delle transaminasi, trombocitopenia talvolta
TOR_CH o sindrome di associata a porpora) e neuroradiologici
Baraitser-Reardon (calcificazioni intracraniche). | dati relativi
alllFN-a in questa sindrome non sono noti
ma ¢& plausibile che questa sindrome
comprenda uno spettro eterogeneo di disordini
comprendenti anche forme di Aicardi-
Goutieres non diagnosticate.

Sindrome di Cockayne ——> Forma di leucodistrofia autosomica recessiva
con calcificazioni striocerebellari, facies
tipica, sorditd neurosensoriale, cataratta,
distrofia della retina e fotosensibilita cutanea.
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LES familiare ——> Esempio ne sono i due casi descritti da Dale et
al. nel 2000, diagnosticati come LES familiare
e che presentavano encefalopatia ad esordio
precoce, calcificazioni intracraniche, geloni ed
elevati livelli autoanticorpali per i quali si é
posto il dubbio che si tratti di forme di
Aicardi-Goutiéres.

Sono stati descritti (Prendiville et al., 2004)
casi di lupus eritematoso neonatale con
calcificazioni dei gangli della base ed
alterazioni della sostanza bianca

Lupus eritematoso neonatale——>

Sindrome di Hoyeraal- ——> Sindrome X-linked ad esordio precoce causata

Hreidarsson da una mutazione del gene DKCL1. Si presenta
con microcefalia, ipoplasia cerebellare e
calcificazioni intracraniche associate a
pancitopenia persistente.

Sindrome di Leigh ed encefalopatia
——> mitocondriale con calcificazioni intracraniche
(Samson et al., 1994)

Malattie mitocondriali

3-idrossibutirrico aciduria — Chitaya et al. nel 1992 hanno descritto due
gemelli monozigoti in cui erano presenti
dismorfie facciali, microcefalia, disordini di
migrazione cerebrale e calcificazioni
intracraniche congenite.

Terapia:

La terapia ha essenzialmente carattere sintomaticoonsiste nella fisioteraia
respiratoria finalizzata alla prevenzione delle pboanze respiratorie, in una dieta
caloricamente adeguata e nel trattamento delleutsioni, quando presenti. Gli studi
sperimentali (Kuijpers et al., Barth et al.) hamevadenziato un abbassamento dei
livelli di interferone in seguito a terapia cortsteroidea (metilprednisolone), anche se
I'efficacia sul piano clinico di questa terapia roancora dimostrata.

. SINDROME 18g- (SINDROME DI DE GROUCHY)

La sindrome 18g-, o sindrome di De Grouchy, & uralattia derivata da una
anomalia cromosomica consistente in una macrodagiezilella porzione distale del

braccio lungo del cromosoma 18. Descritta origaraente da De Grouchy nel 1964,
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venne definita nei suoi principali aspetti clinida Lejeune due anni piu tardi.
Nonostante I'estrema variabilita fenotipica, é fluis delineare le caratteristiche
principali della malattia: ritardo mentale e del&viluppo, deficit di crescita,
dismorfismi craniofacciali (ipoplasia della porzeermedia del volto, rilievo delle
bozze frontali, bocca “a carpa”), malformazioni lilegti (in particolare deformita dei
piedi), disordini dei movimenti oculari, ipoplagianitale, e sintomi neurologici vari.

Principali aspetti di genetica molecolare:

La malattia € determinata da una macrodeleziomengihezza variabile (intorno ai 2
Mb) in corrispondenza della regione g21.1-21.3alemosoma 18 ed il gene, la cui
aploinsufficienza e responsabile della malattianéora ignoto anche se I'attenzione
si € negli ultimi anni concentrata su due geni eoati in questa regione: quello della
proteina basica della mielina (MBP) e quello dekteore della galanina (GALNR).

Gli studi di genetica molecolare ed in particollréecniche di ibridizzazione in situ a
fluorescenza (FISH), gli studi citogenetici, lertehe di clonazione e sequenziamento
del gene, nonché lo studio dei markers e dei matetife, hanno perd permesso di
evidenziare come la mutazione, in origine considerma delezione terminale de
novo, non presenti caratteristiche di uniformitdiirderno della popolazione dei
soggetti affetti. Brkanak et al. nel 1998 hannodenziato, tramite l'utilizzo di
markers genici, come su 35 pazienti affetti 5 pnesssero un riarrangiamento criptico
come base del successivo processo di delezioneoasgrvassero la porzione distale
del braccio lungo del cromosoma 18. Nel 2003 (G&R. et al. 2003) é stato
descritto un caso di sindrome 18qg- nel quale Ialistwcitogenetico non aveva
evidenziato alcuna anomalia cariotipica apparerfaspetto clinico altamente

suggestivo ha permesso di evidenziare, tramita §i8H e di ibridizzazione (CGH
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array), la presenza di una microdelezione criptieacromosoma 18q (del 18g22.3-
gter) associata ad una translocazione 4qg-18q MI3,7

Manifestazioni cliniche:

La malattia presenta una notevole variabilita fgcd caratterizzata
dall’'associazione di una ampia gamma di sintomicguali predominano il ritardo
mentale, il deficit di crescita (dovuto secondoerdc studi ad anomalie del GH o
dell'asse dell'lGF1 e dellIGFBP3 la cui genesi m@ne sconosciuta e per i quali si &
ipotizzata I'esistenza di un gene che codifichi per fattore di regolazione della
crescita proprio in corrispondenza del 18q), I'poga, le anomalie cranio-facciali
(compresa la microcefalia) ed un ampio spettroudidgi dismorfici come evidenziato

nella tabella 5:

Caratteristiche % di Caratteristiche % di
pazienti pazienti

Ritardo mentale* 93 Anomalie del secondo difo 21

Ritardo di crescita (< del 577 Strabismo 20

percentile)

Volto spianato 68 Macrognazia 19

Ipotonia 59 Capelli sottili 14

Antielice prominente 58 Ampiezza del diametro gdi2
capezzoli

Genitali maschili anomali | 57 Carnosita della putede |11
dita

Microcefalia 56 Convulsioni 12

Bocca “a carpa” 56 Ginocchio varo 9

Deformita dei piedi 51 Inclinazione verso l'altol d®
taglio dell’'occhio

Atresia/stenosi del canale| 39 Impianto basso delle 8

uditivo orecchie

Malattie cardiache 36 Brachicefalia 8

congenite

Increased whorl patterns 36 Labioschisi 8

Displasia delle piccole 35 Ernia ombelicale 7

labbra

Dita affusolate 35 Formazioni nodulari ai latié
della bocca

Pollici ad impianto 33 Coloboma 4

prossimale

Nistagmo 30 Eczema 4
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Anomalie palatali 30 Ernia inguinale 4

Schisi 12 Accentuazione delle bozz&l
frontali

Accentuazione dell’'angolqg 15 Clinodattilia 4

della volta

Uvula bifida 3 Displasie dentarie 4

Epicanto 29 Ritardo di chiusura delle |4
fontanelle

Deficit di IgA 27 Corea 3

Deficit acustici 26 Presenza di uno spazio |3

anomalo fra primo e
secondo dito

Ipertelorismo 26 Attaccatura bassa dei |3
capelli in sede occipitale

Pallore del disco ottico 23 Scoliosi 3

Fossette cutanee 23 Presenza di “voglie” col@
fragola sul volto

Dorso nasale ampio 23 Collo corto 3

Pieghe scimmiesche 23 Disturbi di alimentaziong 3

Tabella 5:(tratto da : “Chromosome 18 Clinical Rast Center at the University of Texas Health
Science Center at San Antonio”, materiale tratio/darld Wide Web)

Sono stati descritti, in singoli pazienti, ancheglasia dell'orecchio medio, macchie
da sfregamento, presenza di costa cervicale, prasdincoste sovrannumerarie, dita
tozze, cataratta, rene a ferro di cavallo, pto$pgdaale, psoriasi, cifosi, agenesia
renale, deficit di IgM, sarcoma di Ewing extraseieto, astrocitoma cerebellare,
distrofia dei coni e dei bastoncelli della retinama, malattia cronica granulomatosa,
artrite cronica.

Sul piano neurologico in particolare predominarfmai seguenti quadri:

Caratteristiche % di pazienti
Dismielinizzazione nel SNC 97
Disturbi del linguaggio 91
Ipotonia 79
Riflessi tendinei assenti o diminuiti 76
Deformita del piede 74
Sordita 70
Ritardo mentale (QI<70) 68
Disturbi della deambulazione 68
Deficit di GH 68
Atresia/stenosi del canale uditivo 64
Tremore 62

157



Microcefalia 53
Ipoplasia del nervo ottico 23
Quadro autistico 20
Nistagmo 14
Convulsioni 12

(tratto da : “Chromosome 18 Clinical Research Qeatethe University of Texas Health Science
Center at San Antonio”, materiale tratto dal WoNdle Web )

Lo studio degli aspetti neurologici della malatsiaé concentrato negli ultimi anni
sulle alterazioni della sostanza bianca rilevatgliddudi di neuroimaging. Nel 1987
Felding et al. per primi segnalarono alteraziotiiadgostanza bianca ed un ritardo nel
processo di mielinizzazione in una paziente di @llei e mezzo affetta da sindrome
18 g-. Nel 1990 Miller et al. descrissero in duezieati 18g- la presenza di
iperintensita di segnale nelle sequenze T2 pesata sostanza bianca centrale ed
ipotizzarono una immaturita nel processo di mieliazione correlabile alla delezione
di uno dei due geni della MBP. Da allora le segriala relative alla anomalie della
sostanza bianca, ed alla scarsa differenziazi@nsadstanza grigia e sostanza bianca,
nella sindrome di De Grouchy si sono moltiplicatgef{ss et al. 1991, Kline et al
1993, Ono et al. 1994). Nel 1996 Loevner et al.coeso di uno studio su 16 pazienti
18qg-, hanno evidenziato, in 10 pazienti, iperinitandella sostanza bianca profonda
con alterazioni simmetriche a prevalente localigzaaz periventricolare posteriore ed
ipointensita della sostanza grigia (gangli dellasebae talami) probabilmente
correlabile a depositi di ferro. La presenza disggeanomalie associata agli studi di
citogenetica e FISH ha permesso di accostare qgestiri alla delezione di uno dei
geni della MBP in una regione critica del braceingo del cromosoma 18 (Gay et al.

1997, Linnankivi et al. 2003) (Figural9).
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| Figura 19:Cromosoma 18 ed identificazione della “regione
! critica” contenente il gene della MBP. Nella figurangono
| ‘ | riportati i markers delle diverse regioni ed i oietti vuoti o
neri identificano la assenza o presenza dei rispatiarkers
|. in un esempio di 3 soggetti affetti con differeet@ensione
del tratto deleto (tratto da Gay et al. 1997).

La scarsita dei rilievi di neuroimaging e la nomcordanza di pareri fra i diversi
studiosi pone tuttora problemi di definizione delagovanismo di genesi delle
alterazioni della sostanza bianca rilevate in qugsttologia. Se per alcuni autori
(Loevner et al.) il disturbo € inquadrabile nelitalp delle patologie dismielinizzanti,
secondo altri avrebbe carattere demielinizzantarebde correlabile ad un aumentato
turnover della mielina. L'identificazione di alteiani della sostanza bianca anche in
altre patologie da rimaneggiamento cromosomico,ectardelezione del cromosoma
11923 ed alcune anomalie dei cromosomi sessuabh @ral 1994, Gabrielli et al.
1995 e Garcia-Cazorla et al. 2004), giustificapedo alcuni, 'inquadramento delle
alterazioni della sostanza bianca fra i rilieviesfici di questa malattia (Gabrielli et
al., 1998).

Diagnosi:

Test genetico molecolari:

Citogenetica: cariotipo con identificazione della aarodelezione; FISH:
identificazione della sede e dell’'estensione dédliezione

Neuroimaging:

MRI: anomalie della sostanza bianca prevalentemg@tieentricolari posteriori con

iperintensita nelle sequenze T2 pesate ed ipoiitéeinsquelle T1.
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Terapia:

Le anomalie craniofacciali richiedono frequentereenna correzione chirurgica,
mentre i deficit di crescita sono, in alcuni casisponsivi al trattamento sostitutivo
con GH. Per il resto la patologia, la cui prognasilta estremamente variabile nei
diversi soggetti affetti, viene trattata con teeagi supporto finalizzata al trattamento

dei sintomi che si presentano nel corso dell’evioloez della malattia.

OSTEODISPLASIA POLICISTICA LIPOMEMBRANOSA CON

LEUCOENCEFALOPATIA SCLEROSANTE (PLSOSL, MALATTIA DINASU-
HAKOLA,)
L’ Osteodisplasia policistica lipomembranosa coucteencefalopatia sclerosante é
caratterizzata dalla presenza di cisti ossee, @nérdel lobo frontale e demenza
progressiva presenile ad esordio nella quarta @edaéscritta per la prima volta da
Hakola nel 1972 nella popolazione Finlandese #ati@i una patologia con frequenza
maggiore nelle popolazioni del nord europa (1-DX @asi), in Giappone (>100 casi)
e descritta in alcuni pazienti negli Stati UnitAdherica.

Principali aspetti di genetica-molecolare:

La malattia, a trasmissione autosomica recessiud® @ssere determinata dalle
mutazioni del gene TREM2, localizzato sul cromos@pal.1, e del gene TYROBP
sul cromosoma 19qg13.1.

I gene TREMZ2, formato da cinque esoni, codificar pga proteina di 230
amminoacidi che funge da recettore superficialmeinbrana formando un complesso
con una proteina transmembranaria, la DAP12. llglesso TREM2-DAP12 avrebbe
una funzione nel processo di differenziazione degteoclasti e di attivazione delle
cellule dendritiche di derivazione monocitariarublo della proteina nel SNC rimane

invece ignoto. Sono note numerose mutazioni in dgost, la piu frequente delle
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quali (233G~A) determina un arresto precoce della traduziomepra con perdita
della porzione transmembranaria ed intracitoplasaalella proteina.

I gene TYROBP (DAP12), di cinque esoni, codificarpuna proteina di 113
amminoacidi con funzione di proteina adattatricensmembranaria che svolge
funzioni di attivatore delle cellule di origine noele e delle celleule NK. Sulla
membrana citoplasmatica la DAP12 viene espresstp $otma di omodimero
disulfide-legato che si lega ad ulteriori recettorembranari come la TREM1, la
TREMZ2, il SIRP-BETAL, I'NKp44, il MDL-1, il CD94, & KIR2DS2, INKG2C e
'NKG2D. Il dominio citoplasmatico della proteinaomtiene un motivo ITAM
(immunoreceptor tyrosine-based activation motife,cla seguito dell’attivazione,
viene fosforilato e lega le tirosin-chinasi citopleatiche SYK e ZAP70 con
conseguente mobilizzazione del calcio intracelkil&ono note diverse mutazioni fra
le quali almeno tre delezioni esoniche, una mutezipuntiforme ed una delezione
puntiforme oltre ad una serie di mutazioni isolateingole aggregazioni familiari.

Manifestazioni cliniche Il decorso clinico della malattia pu0 essere suddivn

guattro stadi fondamentali:

- fase di latenzalLo sviluppo € inizialmente nella norma senza alsg@gno o
sintomo di malattia.

- fase dell'interessamento ossd@ malattia si manifesta intorno alla terza decade
di vita con dolori e fragilitd osteoarticolare, paégentemente alle caviglie ed ai piedi.
Le microfratture, che generalmente conseguono #&rdisne o traumi minori,
vengono diagnosticate qualche anno dopo ed interessrevalentemente caviglie e
polsi. Alcuni pazienti possono sviluppare sintoreurologici di terza fase anche in

assenza di storia clinica di interessamento 0sseo.
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- fase dellimpegno neurologico precocéntorno alla quarta decade di vita
compaiono alterazioni progressive della personalita perdita della capacita di
giudizio, compromissione sociale e numerosi cadiedtato suicidio. Compare una
sindrome pre-frontale con euforia, perdita delBimione sociale, disturbi di
concentrazione, perdita delle capacita di insiglisinibizione della libido e
comportamenti di persistenza motoria, fino alladfardi iniziativa e delle attivita
concettuali. Si associano segni di interessamerdb pdimo motoneurone con
spasticita e riflesso cutaneoplantare positivo.

Alla stessa eta si manifestano segni di interesstomeelle funzioni mnesiche
(Benton’s visual retention test, ten-word test e B8Y1di minore gravita rispetto ai
disturbi di personalita, ma spesso seguiti da afasotoria, agrafia, acalculia ed
aprassia che pero si manifestano prevalentemetite fasi avanzate di malattia. |
soggetti affetti presentano anche disprassia pastucon posture anomale e
movimenti coreo-atetoidi o mioclonici. | soggethecraggiungono i quaranta anni
possono presentare epilessia ed impotenza conrddistiella libido e segni di
incontinenza urinaria.

- fase dellimpegno neurologico tardiviNelle fasi avanzate di malattia i pazienti
perdono la capacita di deambulazione ed evolvoogrpssivamente verso uno stato
vegetativo con comparsa e disinibizione dei riflessaici di grasping, dei movimenti
buccali automatici e dei riflessi di suzione. Lt avviene intorno alla quinta
decade.

Diagnosi:

Clinica: La combinazione dei seguenti elementi clinici édorente suggestiva per la

diagnosi:
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- Lesioni policistiche e fratture del polso e delviglia a seguito di traumi
minori. Lesioni cistiche e perdita dellosso tradace sono particolarmente
frequenti nelle falangi e nel carpo e tarso.

- Sindrome del lobo frontale dopo la quarta decadevidi con euforia e
disinibizione sociale.

- Quadro demenziale presenile a partire della quddeade con sintomi
neurologici associati e decesso intorno alla guietzade.

Biopsia ossea:
Cisti ossee contenenti materiale lipidico con leattaristiche di membrane lipidiche
di 1-2um di spessore frammiste a materiale lipidico amorfo

Neuroimaging:

Alla TC ed al MRI si evidenzia atrofia cerebraleerebellare di vario grado, che
precede i sintomi neurospichiatrici, con calcificeme bilaterale dei gangli della base
ed ipointensita nelle sequenzg pesate del putamen e dei talami. Dopo la comparsa
dei sintomi neurologici si evidenzia una iperiniensliffusa della sostanza bianca in
T, , principalmente a livello dei lobi frontali, camsparmio delle fibre arciformi.
EEG:

L’EEG é normale nelle fasi precoci di malattia, w@n I'avanzamento del quadro
neurologico si evidenzia un’accentuazione delVati theta (dapprima ritmica a 6-8
Hz e prevalentemente centrtemporale e poi diffusn&) e delta. Nelle fasi tardive
possono evidenziarsi onde irritative multiple.

Neuroistopatologia:

Lo studio neuropatologico evidenzia un quadro dbfet cerebrale diffusa con
prevalente interessamento frontale ed ipoplasiaaiglo calloso. La sostanza bianca
profonda & marcatamente ridotta ed i nuclei del&seb sono ipoplasici con
interessamento del caudato in particolare che m@&rdita neuronale, proliferazione

astrocitaria ed ipertrofia. Tutti i pazienti hanmo idrocefalo ex vacuo. Sono presenti
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depositi calcifici nei nuclei della base (premirmmente putamen e pallido) e
degenerazione talamica, mentre nel centro semi®eaie presenti perdita assonale e
mielinica e reazione astrocitaria. E’ descritto ltreo un quadro di attivazione
microgliale diffusa con alterazione arteriolaresatigliamento della parete vascolare
e restringimento luminale. All'istopatologia si denziano neuroni con aspetti di
cromatolitisi senza inclusioni citoplasmatiche regali o gliali.

Diagnosi differenziale:

L’associazione di demenza frontale presenile astocille caratteristiche lesioni
policistiche ossee rende in genere semplice landsigdifferenziale rispetto ad altre
forme demenziali frontali familiari e non come lalatitia di Pick, la degenerazione
frontale lobare non-specifica, la demenza front@rale e parkinsonismo associati
al cromosoma 17 (FTDP-17) e le taupatie.

Terapia:

La terapia ha carattere sintomatico e finora nomosstati individuati intereventi
terapeutici utili a rallentare la progressione a@etalattia. Gli interventi chirurgici ed
ortesici si sono dimostrati utili nel trattamentelld fratture mentre I'epilessia, che
sembra peggiorare il quadro demenziale, ¢ trafiataacologicamente.

. SINDROME DI SJIOGREN-LARSSON (SLS)

La malattia di Sjogren-Larsson e un disordine newtaneo a trasmissione
autosomica recessiva caratterizzato dall’assoaazib ittiosi, diplegia o quadriplegia
spastica e ritardo mentale. Descritto per la pnrola nel 1957 nella popolazione
della contea di Vasterbotten in Svezia, sulla lthse probabile effetto fondatore,
una malattia a diffusione mondiale con una prezdat 0,4 casi su 100.000. Si tratta

di una malattia determinata da un deficit congerd&l metabolismo lipidico
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determinato da un’alterazione di un enzima a lazalione microsomiale, la
FALDH, che catalizza la conversione delle aldeidisge ad acidi grassi.

Principali aspetti di genetica-molecolare:

Pigg et al nel 1994 a seguito di uno studio didiok evidenziarono una associazione
allelica fra la SLS e la porzione pericentricac@mosoma 17. Nel 1996 De Laurenzi
et al. identificarono come responsabile della pafal le mutazioni del gene FALDH
0 ALDH10 che recentemente e stato ridenominato ABBRI || gene ALDH3A2 e
lungo 31kb ed € costituito da 11 esoni numeratilda 10 piu un esone ulteriore
(9#x2019) situato tra l'esone 9 e l'esone 10. Undicmg alternativo in
corrinspondenza dellesone 9#x2019 determina landaione di due isoforme
proteiche che differiscono nella porzione C-terr@nda forma piu rappresentata
consiste in una proteina di 485 aa. mentre I'alia508 aa, costituisce il 10% del
totale.

Oltre allo splicing alternativo sono identificaltile ulteriori trascritti (2.0, 3.8 e 4 Kb)
che derivano da un differente riconoscimento dsitmdi poliadenilazione.

Allo stato attuale sono note circa una settantinandtazioni responsabili della
malattia, rappresentate nella maggior parte dei dasmutazioni missense; sono
presenti anche mutazioni di splicing con exon-skigp sostituzioni nucleotidiche,
duplicazioni, delezioni ed inserzioni nucleotidiah@lelezioni piu ampie (la massima
delezione descritta ha interessato un tratto di).6Eono stati descritti numerosi
polimorfismi del gene, per lo piu intronici, le cmifluenze sull’espressione del gene
non sono ancora note.

Per quanto concerne la sua attivita metabolicaAaCH appartiene alla grande
famiglia delle aldeide deidrogenasi (ALDH) codifieanell’essere umano, da almeno

19 geni differenti. La FALDH in particolare catae I'ossidazione NAD-dipendente
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delle aldeidi alifatiche sature ed insature coménda 6 a 24 atomi di carbonio.
L’enzima ossida inoltre le aldeidi alifatiche a ez ramificata ed agisce anche sui
gruppi o-carbonilici del leucotriene B4. Da ultimo la FALDHItre ad agire sui
substrati aldeidici liberi, interagisce con la demknasi degli alcooli grassi per
formare la ossidoreduttasi NAD dipendente degloalgrassi (FAO) che catalizza

I'ossidazione degli alcooli grassi ad acidi grgBsgura 20).

AcyICoA
M"ICM 2 NADPH
(die:} S " b4 :::e):s
Fatty Fatty
Acid Alcohol
(riatyoerides)” o =T Figura 20: Ruolo della FALDH e del
complesso FAO nel metabolismo degli
FAO-FALDH = EAO:PADY acidi grassi (tratto da Rizzo W.B., 2007)

Aldehyde

FAOD Fatty alcohol: nicotinamide-adenine
dinuclectide oxidoreductase

FADH Fatty alcohol dehydrogenase
FALDH Fatty aldehyde dehydrogenase

La definizione dei meccanismi biochimici alla bade sintomi della SLS e resa
particolarmente complessa dal coinvolgimento d€f.DH in diversi pathways
biochimici connessi col metabolismo degli acidi gpiae dal fatto che ciascuno di
questi puo rivestire importanza differente nei divapparati.

Manifestazioni cliniche:

La malattia presenta un ampio spettro di maniféstazliniche con un prevalente

interessamento neurocutaneo.

Sintomi e segni

Crescita Bassa statura

Testa e collo Occhi: macule bianche scintillanti
all’esame del fondo oculare,
degenerazione maculare, retinopatia
pigmentaria, opacita corneali
superficiali, fotofobia.

Denti: ipoplasia dello smalto
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Apparato scheletrico Spina dorsale cifosi

Mani: ispessimento palmare
Piedi: ispessimento della pianta
Cute, unghie e capelli Cute: ittiosi pruriginosa

Unghie: normali

Capillizio: normale

SNC Ritardo mentale

Spasticita

Epilessia

Quadro demielinizzante

Le manifestazioni cutanee presentano una ampiahibtd della severita, in parte
attribuita alla possibile presenza di fattori gesiei ambientali in grado di fungere da
“compenso” al deficit metabolico. E’ stata deseritia progressivita della
degenerazione maculare mentre I'impegno neurologgtobra presentare carattere di
stabilita o di progressione lenta.

Diagnosi:

La diagnosi puo essere sospettata gia sulla baspidero clinico e dell’associazione
di ittiosi, sintomi neurologici ed impegno dellassanza bianca.

Lo studio dei fibroblasti o dei leucociti in colaured in particolare il dosaggio
dell’exadecanolo (aumento del contenuto in exaddoamisurabile anche dopo
saggio con palmitato radiomarcato), la cui osswi@ié compromessa dal deficit
della FALDH, costituisce un test mininvasivo clumsente di porre diagnosi. L’alto
costo e la difficile reperibilita dei metabolitile complicazioni relative all’utilizzo di
componenti radiomarcate, rendono pero queste teemon particolarmente adatte
all'utilizzo routinario. Recentemente van den Britkal. hanno evidenziato come la
FALDH svolga anche una funzione nel metabolismo fdelo (un acido grasso a
catene ramificata presente in natura soprattuitcamaposti della clorofilla) ed hanno
dimostrato la possibilita di diagnosticare la SL&dmnte incubazione di fibroblasti in

coltura con fitolo e NAD+. La bassa concentraziomeisurata tramite gas
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cromatografia/spettrometria di massa, in acidoite (derivato dal fitolo per azione
della FALDH) costituisce un test piu facilmente gsbile e meno dispendioso.

La diagnosi di certezza deriva dallo studio gemwetiella malattia, ancora a carattere,
per lo piu, sperimentale.

Neuroimaging:

Grande importanza hanno le tecniche di neuroimagiteg adeguatamente sostenute
dalla clinica, possono fornire importanti informaai per I'orientamento diagnostico.
AI'MRI, che risulta pero negativa nel periodo imdigamente post-natale, si
evidenzia una iperintensita di segnale nelle sexpiélh pesate, che presenta una
ampia varieta di distribuzione; in alcuni casi aia interessamento diffuso della
sostanza bianca ed altri € possibile evidenziarprégenza di lesioni isolate con
tendenza alla confluenza. Le fibre ad U, il ceettdl e la sostanza grigia sono in
genere risparmiate. La H-MRS mostra una riduzicglepetco NAA e, con TE bassi,
un picco lipidico a 0,9 ed 1,3 ppm, nella sostdnaaca colpita dalla malattia con una

riduzione del rapporto lipidi/Cr.
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1.2 LEUCODISTROFIA CON ATASSIA, SORDITA E
CARDIOMIOPATIA (ADCL)

Si tratta di un nuovo fenotipo clinico di malath@urodegenerativa, trasmessa con
meccanismo autosomico recessivo, che non rierdrdefieucodistrofie fino ad ora
segnalate in letteratura.

L’esordio € precoce, trai 2 e i 5 anni di etaatarizzato da unatassialentamente
progressiva. Successivamente si manifestapoacusia neurosensorialehe evolve

in pochi anni in una sordita completa. Il quadranicbo € completato da un
interessamento della funzionalita epatica, da umoledeterioramento sul piano
motorio con comparsa di segni di origine piramidate dallo sviluppo di una
cardiomiopatia a rapida evoluzione che porta i pazienti all'exigntro la seconda
decade di vita.

In alcuni casi e segnalato anche un interessangeh&istema nervoso periferico.

Le capacita cognitive restano conservate in un momalotto dei pazienti, la
maggioranza dei quali invece va incontro ad urolelgterioramento mentale.

La risonanza magnetica mostra una alterazione sdifdella sostanza bianca, con
iperintensita nelle sequenze T2 pesate. La spetipiss non evidenziapicchi
patologici, ma indica uno stato di danno neuror(@eremento del mioinositolo,

riduzione del picco di N-acetil-aspartato).
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EXCURSUS METODOLOGICO-CLINICO DEL LAVORO

SVOLTO ED OBIETTIVI DELLA RICERCA

2.0 Obiettivi. Gli obiettivi della presente ricerca sono stati:due
- raccolta della casistica

- individuazione del gene

2.1 Excursus metodologico-clinico. Il presente lavoro ha avuto inizio
dall'osservazione clinica di tre soggetti affetdilld stessa patologia che presentavano
nel tempo la stessa evoluzione e decorso. Lo stelia letteratura ha permesso di
escludere una condizione gia nota.

Trattandosi quindi di una nuova leucodistrofiydlstro primo obiettivo € stato quello
di raccogliere piu informazioni possibili sulla fagtia iniziale, ma soprattutto di
reperire altri casi simili. Abbiamo quindi cercado divulgare, attraverso congressi
internazionali di neurologia infantil@03: 5th Congress of the European Pediatric
Neurology Society EPNS, Taormina, Ital2004: Le leucodistrofie da causa
indeterminata, Congresso Nazionale di Pediatria,iaAm Francia;2006: 10th
International Child Neurology Congress, ICNA Momir€anada) o di metabolismo
(2007:Congresso Medico Congiunto SIMGePed — SISMME —3i%lidittie genetiche e metabolitiche
in pediatria: diagnosi, prevenzione e assisteniayole rotonde organizzate dai centri europei
sulle leucodistrofie 4004 Paris;2005 Clermont-Ferrand), le caratteristiche cliniche
dei nostri pazienti, per poter cosi informare ilggi@r numero di medici di questa
nuova patologia che era oggetto di studio genetico.

E’ stato cosi possibile reperire gli altri 4 cakie provenienti dall'lstituto Carlo Besta

di Milano (Dott.ssa G.Uziel), ed altri due dall’'Héd Saint-Vincent-de-Paul di Parigi
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(Dott.ssa D.Rodriguez). Successivamente, attrav&salisi dell'albero genealogico,
si é evidenziato un legame di parentela tra gpegtienti, di origini slave, ma nomadi.
Il nostro secondo obiettivo € stato quello di deiieare geneticamente questa nuova
condizione clinica. Il primo passo e stato di affate uno studio di linkage, con |l
DNA raccolto da tutti gli individui appartenentilalprima famiglia presa in esame,
che ha identificato il locus legato alla malat&aiccessivamente, I'analisi di sequenza
diretta dei geni all'interno della regione seleatsr ha permesso di stabilire la
mutazione responsabile, e quindi il gene coinvoltutazione che é stata in un
secondo tempo confermata in altri 4 casi appartersmhuna seconda famiglia.

Il lavoro in corso stabilisce la base per la sctgpdella funzione di questo gene non
conosciuto al fine di cercare il meccanismo eziolpgico responsabile di questa
nuova leucodistrofia e di incrementare allo stefssopo le nostre conoscenze sul

genoma umano.
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MATERIALI E METODI

Il presente lavoro di dottorato si e svolto pressadl Universita di Roma “Tor
Vergata”, in collaborazione con I'Unita Inserm U38#teractions génétiques et
cellulaires au cours de la différentiation’, Faéulte Médicine, Clermont-Ferrand
Cedex, France, ed il laboratorio di Biologia Molece dell’Ospedale Pediatrico
Bambino Gesu di Roma, dove e stato effettuatoudigtgenetico.

3.0 CAMPIONE DI SOGGETTI ESAMINATO

Sono stati presi in esame 7 pazienti (5 maschifenimine), appartenenti a due
distinte famiglie. Lo studio ha coinvolto inoltr&éche 21 soggetti sani appartenenti
alla prima famiglia.

3.1 ESTRAZIONE “RAPIDA” DEL DNA GENOMICO DA SANGUE
PERIFERICO

A 5ml di sangue, si aggiungono 5 ml di TKM1, undugmne stock preparata in
laboratorio e costituita da Trisma base, KCI, Mg€d EDTA alle opportune
concentrazioni che ha il compito di lisare i glalnaissi. Si aggiungono alla miscela
(sangue e TKM1) 125l di Nonidet P40, anch’esso per lisare le emazien&scola
bene per inversione completa della provetta fiteo @mpleta dissoluzione del NP40.
Il sangue viene poi centrifugato a 2.200 r.p.m.nfaco di giri al minuto) in una
centrifuga da tavolo a temperatura ambiente penete la separazione del siero dalla
frazione corpuscolata del sangue. Dopo la cenaifigne si scarta il sopranatante e
nel fondo di essa si rende evidente un pellet gpondente ai nuclei cellulari. Il pellet
viene ulteriormente lavato per togliere ulterioresidui di globuli rossi,
risospendendolo in 5 ml di TKM1 e di nuovo centgifiio come descritto sopra.

Si scarta di nuovo il sopranatante e, successivaseiaggiungono al pellet 8Q0 di

TKM2 e 50 ul di SDS al 10%. Questa sospensione viene inculbatan bagnetto
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termostato a 55°C per 10-15 minuti. L'SDS e un dodetergente che permette,
insieme al TKM2, la precipitazione delle protein@repara le cellule all’estrazione
del DNA. Dopo I'incubazione si aggiungono 3ADdi NaCl 6M. E’ a questo punto
che gli acidi nucleici escono dalla cellula e, dopentrifugazione alla velocita
massima per 15 minuti, saranno presenti nel sofaatg mentre un pellet nel fondo
sara costituito dalle proteine. Quindi si raccogjlisopranatante contenente il DNA
avendo cura di non toccare i frammenti di pelle¢ dontengono le proteine e si
trasferisce in una falcon contenente due volunetainolo al 100% (per far precipitare
il DNA). Poi si inverte delicatamente la provetiadf alla comparsa di una piccola
matassa di DNA. Con una pipetta “pasteur” si rimeuidvDNA, si trasferisce in una
provetta eppendorf da 1.5 ml e si aggiunge 1 mktdnolo freddo al 70%. Si
centrifuga alla massima velocita per 5 minuti, sitg il sopranatante e si lascia il
pellet di DNA ad asciugare all'aria. Infine il DN¥ene risospeso in 49 sterile in
quantita adeguata a quella del quantitativo di DNA.

3.2AMPLIFICAZIONE DI SEQUENZE SPECIFICHE MEDIANTE PCR

La PCR (Polymerase Chain Reaction), ideata nel H@8Rary B. Mullis, costituisce
I'innovazione biotecnologica piu’ importante degliimi 20 anni.

La reazione polimerasica a catena pu0O essere tdefscome una reazione di
amplificazione in vitro di un segmento specifico DNA. Nella reazione sono
coinvolti tre segmenti di acidi nucleici: lo “stawipdi DNA a doppia elica che deve
essere amplificato e due primers complementarorge zspecifiche sulle opposte
catene di DNA. Ogni primer innesca la sintesi diena verso l'altro primer. I
risultato € 'amplificazione della regione di DNAmpresa tra i due primers. Inoltre
sono presenti una componente proteica (una DNA mmolsi), appropriati

deossiribonucleotidi, un tampone e dei sali. L'emiinizialmente utilizzato era
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facilmente distrutto dal calore e, di conseguerdmaeva essere aggiunto durante
ciascun ciclo della reazione; la polimerasi attuaalte utilizzata (Tag polimerasi),

estratta da un batterio termofilo (thermus acqua)i@ invece termoresistente ed é
stabile e attiva alle alte temperature e, quindg pssere aggiunta solo all'inizio del
processo.

Un tipico ciclo di PCR comprende le seguenti fasi:

1. Denaturazione mediante calore del DNA a doppia aelita
temperatura e il tempo di questa fase dipendonontszo di reazione e dalla
composizione in basi, dalla lunghezza e dalla dtzadél DNA bersaglio.

2. Ibridazione dei primers (annealing). Le condiziainitemperatura di
questa fase dipendono dallg Ttemperatura di melting), quindi dalla composizione
in basi dei primers stessi. Per primers fino a aSilka T, pud essere calcolata
secondo la seguente relazione:

h=2°C (A+T) + 4°C (G+C) -5°C
La durata di questo step deve essere scelta indtladenghezza e alla composizione
dei primers.

3. Elongazione della catena di DNA. La temperaturaestensione dei
primers corrisponde a quella ottimale per 'enzimpiegato. Per la Taq polimerasi la
temperatura generalmente utilizzata e di 72°C;estgutemperatura la Taq polimerasi
e capace di incorporare circa 1000 nucleotidi ahutd. Il tempo di estensione
dipende, principalmente, dalla lunghezza della sega che deve essere amplificata.
La reazione ha un andamento esponenziale, datadcbgni cicli gli stessi prodotti di
amplificazione fungono da substrato per i cicliGssivi. Sono sufficienti 25-30 cicli

per ottenere milioni di copie della sequenza diegse.
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3.3 ELETTROFORESI SU GEL

Uno dei primi e piu semplici metodi utilizzati plarrivelazione del DNA amplificato
consiste nella corsa elettroforetica in un campett@o a intensitd e direzione
costante, su gel d’agarosio. In sostanza un gelgsgsere immaginato come una rete
molecolare attraverso le cui maglie si fanno migiar macromolecole sotto I'azione
di un campo elettrico. La velocita di migrazionetegbforetica di una molecola in un
gel d'agarosio dipende da piu parametri quali Bgenolecolare, la conformazione
dellacido nucleico, la concentrazione dellagaogpsia corrente applicata e la
temperatura. In generale si puo dire che la velodit migrazione del DNA nella
matrice del gel e inversamente proporzionale alpldgl numero di coppie di basi e
quindi alla grandezza del frammento di DNA ampéfi

In questo lavoro le molecole di DNA di interessasastate separate su gel d’agarosio
al 1%, preparato sciogliendo, su una piastra dscae, 1g di agarosio in 100 ml di
tampone TBE 1X (tris-borato e acido borico 0.08%¥EDTA 0.001 M) nel quale
viene aggiunto il giusto quantitativo di etidio braro. L'agarosio viene bollito poco
prima delluso e versato in apposite vaschette &brici in cui viene inserito un
pettine per formare i pozzetti di semina. Una va@idificato a temperatura
ambiente, si toglie il pettine e si trasferiscevdaschetta contenente il gel nella vasca
elettroforetica in cui &€ presente il tampone diseprquindi si seminano le PCR nei
pozzetti e si applica il campo elettroforetico éhdi circal00 mV. L'etidio bromuro
del tampone €& un colorante fluorescente contenentgruppo planare che ha la
capacita di intercalarsi tra le basi del DNA. Léédi bromuro legato al DNA ha un
massimo di assorbimento alla lunghezza d'onda & 3dh e, sottoposto ad

illuminazione ultravioletta mediante un transilluraiore, emette una fluorescenza
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rosa/arancione consentendo cosi la visualizzazitelie bande che hanno migrato
lungo il gel.

3.4SEQUENZIAMENTO AUTOMATICO

La sequenza nucleotidica € stata ottenuta contibaieedi Sanger (Sanger 1977) ossia
con il “metodo della terminazione di catena”. Quoeasietodo implica la formazione, a
partire dal prodotto di PCR precedentemente matifi, di un nuovo strand di DNA
tramite la sintesi in vitro (PCR di sequenza) adraplella DNA polimerasi. La sintesi
inizia a partire da un oligonucleotide sinteticoechiene utilizzato come primer,
contenente sequenze complementari ad una regi@mepst La polimerizzazione
termina con lincorporazione di un analogo dei eotdi (dideossinucleotide).
Usando una opportuna miscela di deossinucleotidideossinucleotidi marcati o
fluorescinati, si ha la formazione di una popolaei@terogenea di catene di DNA, in
guanto ogni qualvolta viene incorporato un dideusdeotide I'elongazione della
catena cessa. Quattro reazioni separate, contermasicuna un differente
dideossinucleotide, permettono di determinare tpeeza nucleotidica. Le differenti
catene che si sono formate possono essere visataljzropo essere state purificate,
tramite elettroforesi su un gel denaturante.

Nel presente lavoro, i prodotti di PCR sono statrificati mediante Quiaquick
Purification Kit (Quiagen) e marcati con fluoreszarcon Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit (PE Applied Biosystems). Le reaziahi sequenza sono state
purificate con Centristep e caricate su un geldliagrilamide denaturante al 4% che
e stato analizzato sul sequenziatore automaticoP88M 377 (Parkin Elmer).

3.5 STUDIO DI LINKAGE GENETICO

Lo studio di linkage é stato fondamentale per laosgenza della mappa genetica del

genoma umano ed e costantemente usato per la diagrdecolare. La distanza
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genetica, espressa in centimorgan (cM), € una midelia probabilita di un crossover
tra due loci, cioe due loci sono lontani 1 cM sistesuna possibilitd su cento di un
crossover tra loro durante la meiosi (in media ancs 30-35 crossover durante la
meiosi nei soggetti di sesso maschile, e probalilené doppio in quelli di sesso
femminile).

Inizialmente, la praticabilita dell’analisi di liage umano & stata rivoluzionata dalla
dimostrazione dalla variabilita della taglia deirfrmenti generati dalla digestione del
normale DNA umano con le endonucleasi di restrzioQuesti frammenti di
restrizione che misurano i polimorfismi (RFLPs) sorla conseguenza dei
polimorfismi presenti nella sequenza di DNA e someditati con meccanismo
Mendeliano. Gli enzimi di restrizione e la tecnidal Southern blotting rendono
possibile l'utilizzo di questi polimorfismi come mhka&rs genetici per siti all'interno
del genoma.

A livello del DNA non codificante si trovano bresequenze sparse in tutto il genoma
costituite da 1-5 coppie di basi ripetute un cemionero volte tipo (CA)n, (GCC)n,
(GATA)n chiamate short tandem repeat (STR) o metelsti; il numero di
ripetizioni in un dato STR é diverso da person&isgna, ma é trasmesso di genitore
in figlio secondo i rigidi meccanismi dell'eredigth mendeliana. Questo tipo di
polimorfismo & evidenziabile amplificando il DNA racoppie di primers disegnati
sulla regione del DNA che affianca la porzione wsatellite e rilevabile mediante
tecniche elettroforetiche.

Oltre a questi polimorfismi di lunghezza, nel DNAiste anche un altro tipo di
polimorfismo detto di sequenza; il caso piu sengplidi tale polimorfismo é

rappresentato dalle mutazioni puntiformi (singlelaatide polymorphism, SNP). In
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guesto caso,il segmento di DNA differisce in 2 wundilii per la sostituzione di una
singola base.

Una caratteristica essenziale dell’analisi di loggka data dal fatto che i markers del
DNA presentano differenti alleli sui markers decus di interesse, cosi che i due
cromosomi dello stesso individuo possano essetetilid sistemi molecolari per
I'analisi del polimorfismo genomico si differenz@per il tipo di sequenze analizzate
e/o per il tipo di tecnica impiegata.

3.6 DNA-POOLING

Si tratta di un metodo di analisi genetica, chehiede un sistema di analisi
computerizzato specifico e l'utilizzo di marcatdripolimorfismi detti “short tandem
repeat” (STR) che ricoprono l'intero genoma umamahe permette di valutare la
corrispondenza allelica di piu soggetti allo stessopo, per un determinato segmento
di DNA. Il principio della tecnica e basato sulldesvazione di differenze nella
distribuzione allelica tra i gruppi di individui fetti e non; e I'associazione allelica
all'interno della stessa famiglia.

L'identificazione dell’associazione del disturbo ncaun eventuale locus viene
effettuata tramite un mix (pooling) di uguali qugtmolari di DNA degli individui
affetti e markers fluorescenti STR , utilizzanddPl@R e la sequenza automatica del
DNA.

Le immagini del gel dei DNA amplificati, vengono adizzati da un software
commerciale GENESCAN/GENOTYPER sul sistema ABI feszente. Il numero e
la relativa frequenza degli alleli di ogni locugeniuti viene comparata ad una banca

di DNA di controllo che deriva dal mix di individgiani.
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Figura 21: tecnica di DNA-pooling

La figura 21 mostra due esempi di questa tecnioatimella parte alta del riquadro,
mentre in basso viene mostrata la verifica effeéttusui pazienti singolarmente. In
guesta metodica, il DNA dei probandi viene insentgdla stessa PCR utilizzando
differenti primers compatibili tra loro; la succega analisi dei risultati mostra la
presenza degli alleli che vengono identificati fpcchi” del nostro disegno: un solo
picco corrisponde ad uno stato di omozigosi perstesso allele (uguale nei tre
malati); piu picchi indicano la presenza di diffetealleli anche se non ci danno
informazioni circa la corrispondenza ai vari soggedgicome viene mostrato nella
parte destra del disegno). Nel nostro caso, ricadmauna condizione trasmessa con
meccanismo autosomico recessivo, perché la maaiese clinica della malattia
avesse luogo, era necessario che il gene coingolpoesentasse allo stato omozigote
in tutti e tre i soggetti, quindi come un solo miceelle nostre immagini. Per tale
motivo solo le regioni presenti alla sinistra deiquadro sono stati presi in
considerazione nel nostro studio.

3.7 ENzZIMI DI RESTRIZIONE: RFLP (RESTRICTION FRAGME NT
LENGTH POLYMORPHISM)

Gli enzimi di restrizione sono endonucleasi di orgbatterica che riconoscono e
tagliano il DNA a doppia catena a livello di sitircconoscimento ben definiti. | siti di
riconoscimento sono costituiti generalmente da seguenza di 4-6 paia di basi e
'enzima opera un taglio del legame fosfodiestersio ambedue le eliche. La

specificita del riconoscimento delle sequenze ddepdell’enzima pud essere
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utilizzata per lidentificazione di mutazioni. Irifaqualsiasi mutazione che alteri la
composizione del sito di restrizione, impediraidonoscimento ed il taglio della
sequenza stessa da parte dell’'enzima.

Il sito di restrizione pud essere presente nel DNe#ivo oppure venire creato
appositamente durante |'amplificazione con un prinmodificato (Restriction
Generating-PCR). Questa modificazione della rasttz del DNA si mette
facilmente in evidenza mediante gel-elettroforesl BNA dopo digestione con
I'endonucleasi specifica. Infatti i frammenti tadlidall’enzima e i frammenti interi,
nei quali non e stata riconosciuta la sequenzaifseamigreranno differentemente
su una matrice di agarosio o di acrilamide avendedsioni differenti.

In questo lavoro, dopo aver identificato la mutaeidgtramite sequenziamento diretto)
nei probandi, il DNA é stato sottoposto a digestidRFLP con un’endonucleasi
specifica che riconosce la sequenza comprendantautazione. | prodotti della
digestione sono poi stati separati su un gel drasya al 2% in 1X TBE buffer e
visualizzati al transilluminatore. | frammenti attgi, paragonati a quelli degli altri
membri della famiglia, e dei soggetti controllo,rpettono di identificare in ogni

individuo I'eventuale presenza della mutazione.
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RISULTATI

4.0 DESCRIZIONE CASI CLINICI

4.01Famiglia n. 1:

Si tratta dei primi casi segnalati appartenentiuathmpia famiglia originaria della
Calabria, dove siamo riusciti a risalire ai legainparentela per cinque generazioni
(Figura 22). Tre sono gli individui affetti, un nwdso e due femmine, figli di cugini di
primo o secondo grado, che presentano carattéestitiniche sovrapponibili con

stessa modalita e tempistica di comparsa dei sintom

Figura 22: albero genealogico famiglia n. 1

+ Paziente n°2 Nato da genitori consanguinei (cugini di secorglado);

gravidanza e parto nella norma; due sorelle maggdrun fratello minore sani.
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Madre operata per tumore mammario all'eta di 35.dramiliarita per cardiopatie ed
epatopatie.

Eccetto che per un ritardo nella deambulazionerewma (24 mesi), le acquisizioni
psico-motorie sono avvenute nei tempi previstiljgea cronologica. Verso i 3 anni di
vita il bambino ha cominciato a presentare goffaggnotoria, disturbi di equilibrio,
irrequietezza ed impulsivita. All'eta di 7 anni, mento della prima consultazione
presso il nostro servizio, il quadro clinico apparicaratterizzato da: andatura
atassica, tremori di azione e posturali degli drsmetria, disdiadococinesia, disartria
cerebellare, tremori posturali del capo, e ipotoad atrofia muscolare. Vivaci
apparivano i riflessi osteotendinei associati talarclono della caviglia. Lo sviluppo
cognitivo era normale con un QI ai limiti inferiadella norma (Wechsler Intelligence
Scale for Children-Revised 1Q, 77).

Nel corso del follow-up, le condizioni neurologichiel paziente sono andate
progressivamente aggravandosi: a 9 anni venivagetrate scosse miocloniche
spontanee ed evocate degli arti superiori, e la pevsa di una ipoacusia
neurosensoriale con evoluzione verso una sordidpkia nell'arco di tempo di 4
anni. L’accrescimento somatico é risultato regofare ai 14 anni di vita, quando il
ragazzo ha sviluppato un fenotipo clinico marfaroidon facies allungata, alterato
rapporto arti/corpo, e dita affusolate.

Intorno ai 10 anni, inoltre, si é resa evidente gpatopatia cronica progressiva, con
lieve innalzamento delle transaminasi glutammiagonpca (GPT = 56 U/LVR = 5-
40), glutammico-ossalacetica (GOT=47 UXR = 5-40) e dellg-glutamiltransferasi
(yv-GT = 63 U/L;VR = 9-35), e immagini ecografiche che mostravanoitnegolarita
della superficie e una disomogeneita del parenchépatico. Il ragazzo inoltre

riferiva di soffrire di gastralgie.
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Intorno ai 15 anni di vita si € manifestato un agsho binoculare ad alta frequenza,
accompagnato da un maggior interessamento dellapaoente dinamica della
sindrome atassica con perdita dell’'uso finalistegli arti superiori.

All’'eta di 17 anni infine, le condizioni del paziensi presentavano aggravate sia per
un quadro neurologico caratterizzato da un patiésesico-spastico tanto importante
da non essere piu compatibile con una deambuladat@oma, da un incremento
marcato del tremore del capo e dall’accentuarsiaddisartria che rendeva il
linguaggio non comprensibile; sia per la compaisand cardiomiopatia dilatativi ad
evoluzione rapidamente progressiva che ha compadttdécesso in circa un anno.

Una prima MRI effettuata all'eta di 7 anni (Figug8) mostrava un incremento
diffuso e simmetrico del segnale della sostanzadaianelle sequenze T2 pesate
incluse le regioni sottocorticali (le fibre a “U&)periventricolari, le fibre della capsula
interna e del tratto corticospinale a livello dedrico encefalico, che, cosi come |l
corpo calloso, appariva anche assottigliato, emat@i trigoni e ai corni dei ventricoli
laterali. Nel corso dei successivi controlli di i@tlagnostica si € evidenziato un

interessamento anche della sostanza bianca soraédénnella sequenze T2 pesate, e

una ipointensita della sostanza bianca paratriganajuelle T1 (dai 14 anni di eta).

Figura 23: MRI paziente n°2
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Non sono mai stati riscontrati disturbi del visusesame del fondo oculare risultava
sempre nella norma, cio nonostante, a partire Aarhi, i potenziali evocati visivi,
sia i flash che i pattern reversal, apparivanaaiit@er un aumento della latenza della
P2 e della P100 rispettivamente. | potenziali etidcancoencefalici, invece, hanno
evidenziato un incrementato della latenza di tl#teomponenti, dalla | alla V onda,
ad eccezione della prima via (a sinistra: 5.63 maeatestra: 4.89 msec; normale: 4.7
m sec + 3 SDs).
Dati anatomopatologici Cardiomiopatia dilatativa biventricolare con ispenento
del miocardio sinistro. Encefalo normoconformatog¢a@hsistenza normale. Normale
I'aspetto delle pachi e leptomeningi. Nelle sezioorionali si € rilevato edema diffuso
della sostanza nervosa con modica dilatazione detricoli laterali. La sostanza
bianca dei centri semiovali emisferici e cerebellappariva ridotta in estensione e
disseminata di piccoli focolai grigi, perlopiu smtorticali, di consistenza non diversa
dalla sostanza nervosa circostante né retratt iselperficie. Normale I'aspetto della
corteccia degli emisferi. | nuclei della base, ileviari e talami, presentavano
irregolarita della colorazione per presenza di grelide disseminate tra aree di
colorazione normale. Normale il midollo spinale.fdigato presentava superficie
esterna grossolanamente nodulare; incremento stetlma fibroso; e numerosi noduli
di colorito giallastro con marezzatura cianoticaneotutto il resto del parenchima.
Voluminoso nodulo sulla tibia sinistra. Soggettptteschelico con aracnodattilia.

¢+ Paziente n°3 Presentava un fenotipo clinico sovrapponibile saggetto
precedentemente descritto, salvo per la presenza ditardo cognitivo (Ql: 58),
associato ad un ritardo di linguaggio, evidenziodalle prime fasi di sviluppo
(dalleta di 2 anni), senza perd un deterioramemtentale successivo; per una

sindrome atassica piu precoce (1 anno di vita)aveayisul piano delle autonomie
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motorie, tanto da costringere la paziente su udése rotelle all’'eta di 17 anni e
mezzo; per una maggiore evidenza dei segni diassamento piramidale; e per lo
scarso interessamento epatico. Importante era, rogmey anche in questo caso, la
ipoacusia neurosensoriale con evoluzione in sqrdidne mostravano i potenziali
evocati uditivi (Figura 24) effettuati in due diger fasi dell’evoluzione clinica; la
cardiomiopatia progressiva, restrittiva, con egmel decesso, anche per questo
paziente entro i 18 anni di vita; ed le immaginialesonanza magnetica (Figura 25),
che oltre alle alterazioni della sostanza biancalrale nelle sequenze in T1 e T2,

evidenziavano anche una atrofia cerebellare.
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Figura 24: BAEP paziente n°3 all'eta di 9 e 14 anni
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+ Paziente n°1Si tratta del soggetto piu giovane, con una dtak di 17 anni.
Anche in questo caso l'esordio e precoce con uarddt della deambulazione
autonoma (18 mesi), associato ad un ritardo delilmppo del linguaggio (prime
parole a 18 mesi, fino a 5 anni presenza di deskmplici). Intorno ai 3 anni di vita
si manifestava sempre piu chiaramente una sindratassica prevalentemente
dinamica, a maggiore espressione distale, allaegsiahssociava, verso i 7 anni di
vita, ipotono ed ipotrofia muscolare, ed una ipegwneurosensoriale (7 anni) con
evoluzione in una sordita completa all'eta di 12iafarallelamente all’aggravarsi
della sindrome atassica, anche per il presentargna marcata disartria che rendeva
incomprensibile il linguaggio (11 anni), a tremati azione con componente
mioclonica degli arti superiori, e dismetria (8 gnai rendevano evidenti segni di un
coinvolgimento del sistema piramidale (10 anni)a @patopatia cronica progressiva
(10 anni), e frequenti gastralgie. Cosi come psogigetto 2, intorno ai 13 anni, anche
guesta paziente ha cominciato a sviluppare un ifemotarfanoide. All'eta di 14 anni
un controllo ecocardiografico ha evidenziato la pama di una lieve ipertrofia del
setto interventricolare, che € degenerata in undiaaiopatia dilatativa dopo 3 anni
circa.

La MRI mostrava una diffusa e simmetrica iperiniéngella sostanza bianca nelle
sequenze T2 pesate; mentre la spettroscopia evad@ngegni di danno neuronale con
riduzione del NAA e un aumento del mioinositololaedostanza bianca (cosi come
per il soggetto n°3), con concentrazione di NAAlanebstanza grigia normale (ridotta

invece nel paziente n°3) e assenza del piccotdidat
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4.02 Famiglia n. 2
| soggetti affetti appartenenti a questa secondagla (Figura 26) presentano un
quadro clinico pressoché sovrapponibile ai casicgmenti, salvo forse una

degenerazione piu precoce del miocardio ed unidederento mentale.

Figura 26: albero genealogico famiglia n.2

¢+ Paziente n°5:Genitori riferiti come consanguinei, anche se norstato
possibile risalire esattamente al grado di parant®lato a termine dopo una
gestazione normale, ha presentato ricorrenti epidodzomito, con ritardo della
crescita ponderale (all'eta di 9 anni <3 percepti@ltre ad un lieve ritardo dello
sviluppo motorio (deambulazione autonoma a 21 mdshambino presentava un
linguaggio fortemente dislalico e poi disartrico §aanni & stata posta diagnosi di
sordita neurosensoriale, con alterazione dei BABReta di 5 anni sono comparsi
importanti tremori agli arti superiori e dopo cirt@ anni si & resa evidente una
sindrome atassica cerebellare associata a spastiellolezza muscolare, e neuropatia

sensitiva. A circa 8 anni e stata inoltre riscaiatrana iniziale cardiomiopatia con
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dilatazione minima delle atrio e ventricolo destra. risonanza magnetica mostrava
una alterazione diffusa del segnale della sostdnaaca con iperintensita nelle
sequenze T2 pesate, anche a carico del centrosamialei fasci cortico spinali, e
del ginocchio e braccio posteriore della capsutarima. Le transaminasi risultavano
lievemente aumentate, senza tuttavia essere peespatomegalia e con gli altri
esami di funzionalita epatica nella norma. L' EM&ultava nella norma ad eccezione
di una riduzione nell’ampiezza dei SEP sia dedlisuperiori che inferiori. L'esame
del fundus era normale, anche se i PEV risultaadigoati. La biopsia muscolare non
rilevava nulla di patologico incluso 'esame degizimi della catena respiratoria.
Deceduto a 11 anni per insufficienza cardiaca camigsima cardiomiopatia.

¢+ Paziente n°4:Nato a termine dopo una gestazione normale, heepiaEs
anche lui ricorrenti episodi di vomito, senza tutdainterferire con il normale
accrescimento staturo-ponderale. Lo sviluppo psatono € avvenuto normalmente.
| primi tremori sono stati notati all'eta di tre ramagli arti superiori, con crescente
involuzione fino ad una franca sindrome cerebellaaeta di 5 anni.
Contemporaneamente comparivano segni di spastigiiatonia e debolezza
muscolare, iporeflessia, epilessia parziale ed nimiale deterioramento mentale.
Anche questo paziente € deceduto per una cardiatmogilatativa all’eta di 8 anni.

+ Paziente n°6:Ottavo figlio di genitori consanguinei, e I'unisoggetto affetto
vivente di questa seconda famiglia, e non presaidastato attuale un interessamento
cardiaco. La nascita, lo sviluppo psicomotorio, aedrescimento staturo-ponderale
sono risultati sempre nella norma. L'esordio € awe all’eta di 5 anni e mezzo con
comparsa di tremore ingravescente agli arti superiBuccessivamente si e
evidenziata una sindrome ipotonica iporeflessiqelmlare, associata ad un ritardo

cognitivo di media gravita. Gli esami di laboratohianno evidenziato a 6 anni un
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incremento dei valori delle transaminasi siericB®OT 107, GPT 116, CK normale).
L'ECG e l'ecocardiogramma non hanno evidenziatceraltioni. La risonanza
magnetica cerebrale ha mostrato una diffusa alterazdella sostanza bianca,
particolarmente evidente a livello dei bracci postedelle capsule interne.
¢+ Paziente n°7: Anche in questo caso, la gravidanza e il partoo stecorsi

regolarmente. L'accrescimento staturo-ponderale eepse stato nella norma.
L’esordio € avvenuto all’'eta di 3 anni per la comgaadi un tremore agli arti superiori.
All'eta di 5 anni si é assistito ad un aggravamesédia sindrome cerebellare con
accentuazione del tremore, comparsa di dismetisartda, ed atassia della marcia.
Contemporaneamente €& cominciato un deterioramentotate con alterazioni
comportamentali. All'eta di 8 anni sono comparsdsicrepilettiche parziali
secondariamente generalizzate. Gli esami effetigatio gli 8 anni hanno evidenziato
un lieve incremento ematico dei valori delle transesi, con un ECG ed un
ecocardiogramma inizialmente nella norma. La risgaamagnetica cerebrale ha
mostrato una diffusa alterazione della sostanzachiaei centri semiovali prevalente
nelle regioni periventricolari, ma estesa anche dbbre a U (sovrapponibile al
paziente n6). Ha effettuato numerose indagini elitifisiologia: i SEP presentavano
un aumento delle latenze delle risposte cortgialiagli arti inferiori che superiori; i
BAEP invece erano normali, cosi come I'esame delinddo oculare.
L’elettroneurografia ha evidenziato una velocita cdinduzione motoria ai limiti
inferiori con le velocita sensitive ridotte. Veniyzertanto effettuata una biopsia
muscolare che non mostrava nessun risultato patologcluso lo studio dell’attivita
degli enzimi della catena respiratoria mitoconéridlll’eta di 8 anni il quadro clinico

si era ulteriormente aggravato con comparsa disimdrome ipotonico iporeflessica
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associata a segni cerebellari e piramidali, unsaigdlessia ed ipostenia muscolare ed
una compromissione cognitiva medio-grave.

Deceduto all’'eta di 11 anni per cardiomiopatia.

4.03 Esami effettuati che hanno permesso di escludeuna patologia

nota:

Un estensivo screening neurometabolico effettuat@azienti della prima famiglia,
non ha evidenziato nessuna alterazione di rilevdiagnostica. Normali sono risultati
I valori di: lattato, piruvato, amminoacidi, ammonibilirubina, proteine, lipidi e
lipoproteine, acidi grassi a catena molto lungadaditanico, vitamina E e B12,
ceruloplasmina e rame su sangue; di: amminoadaitlj arganici, mucopolisaccaridi,
e rame su urine; di: lattato, glucosio, proteineymanoacidi ed acidi organici su
liquor; I'attivita degli enzimi lisosomiali su leociti e fibroblasti; il test di filipin per

il colesterolo non esterificato, sui fibroblastattivita della biotinidasi sul sangue;
lisoelettrofocusing delle transferrine; I'analil rapporto di incorporazione déCu
nella ceruloplasmina plasmatici; I'attivita deglizzmi della catena respiratoria ed del
complesso della piruvato deidrogenasi sui fibrablassul muscolo; la ricerca delle
mutazioni sul DNA mitocondriale per MELAS3243, MEBA271, MERRF8344,
MERRF8356, NARP8993G, NARP8993C, FBSN9176, DEAF74BE-AF1555,
DEMCH5549, MMC3303, MMC3260, LHON111778, LHON346QdON14484; lo
studio di immunofluorescenza per ldistrofina, merosina e plectina nel muscolo.
Nella norma sono risultati anche gli EEG e gli esameuro-oftalmologici.
L’elettroretinogramma, 'EMG, e la velocita di auzione nervosa, normali nei
primi tre soggetti (casi 1,2,3), sono risultatieadtti nella seconda famiglia (casi 5,7).
Questi infatti presentavano segni di compromissiomégena e neurogena

all'elettromiografia, con riduzione dell'ampiezzalld conduzione sensitiva ai SEP.
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Anche la conduzione sia a livello periferico chatcale risultava rallentata ai SSPE.
Inoltre 'TERG mostrava chiari segni di degeneraeiaetinica. | BAEP ed i PEV

invece presentavano alterazioni sovrapponibili gloaltri soggetti affetti.

4.1 GENETICA:

4.1.1 IDENTIFICAZIONE DEL GENE

Per ricercare il gene responsabile di questa naomdizione clinica, é stato effettuato
uno studio di linkage genetico utilizzando il DNAt&tto dai leucociti degli individui
appartenenti alla prima famiglia (24 soggetti),gh@i inizialmente non eravamo a
conoscenza di altri pazienti. Solo successivamaliescoperta del gene implicato,
abbiamo potuto eseguire lo studio genetico sulleors#a famiglia che ha cosi
permesso una conferma diagnostica.

Mediante I'utilizzo di 384 primers, posizionati ¢ir ogni 10 cM (KIT LMS1), é stato
analizzato l'intero genoma dei 3 probandi (esciusromosomi sessuati poiché il
meccanismo di trasmissione della malattia non rawatdi colpire in base al sesso),
attraverso la tecnica del DNA-pooling, che ha catite di selezionare un numero
limitato di regioni candidate (21) per le qualiaggetti affetti erano omozigoti od
eterozigoti per gli stessi 2 alleli. Successivaraesvno stati inseriti altri primers
all'interno delle regioni selezionate per ricerctirervallo minore possibile, e si
analizzata l'intera famiglia, al fine di escluddee presenza degli stessi alleli nei
soggetti sani, fino a ritenerne valide solo 7.

In sequito, attraverso uno studio di analisi delldipo, si sono escluse dalla lista
alcune regioni e solo una si € dimostrata intergespoiché si ritrovava allo stato
eterozigote in tutte le generazioni e veniva infirrsmessa allo stato omozigote solo

nei tre soggetti affetti (Figura 27).
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Figura 27: analisi dell’aplotipo

Infine, attraverso I'utilizzo delle informazionicavate mediante lo studio degli SNP -
Single Nucleotide Polymorphism (che valutano lssprea di polimorfismi genomici)

ottenute inserendo tutti i primers informativi aiterno di questa regione, & stato
identificato il locus di questa malattia sul braccorto del cromosoma 1 (1p34) in un

intervallo di circa 7 cM, delimitato dai markers $1186 e D1S213 (Figura 28).
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Figura 28: primers che delimitano la regionanamiglia n 1
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Il passo successivo per affrontare lo studio distpugegione € stato consultare il

databases del genoma umano (NG@BAw.ensembl.orghttp:/genome.ucsc.efiiche
ha indicato in circa 147 i geni appartenenti alénvallo stabilito.

Tramite sequenza diretta, € iniziata I'analisi désti geni sui tre pazienti appartenenti
alla prima famiglia, con una iniziale preferenza peelli espressi nei tre tessuti
colpiti dalla malattia (encefalo, cuore e fega®) con una attivita della proteina
interessante dal punto di vista patogenetico (fumzi mitocondriale, proteine
coinvolte nel trasporto intracellulare o nello apibo del sistema nervoso).

Sono state riscontrate, nel corso del sequenziantrétto, numerose mutazioni. La
potenziale patogenicita di queste é stata stabitiégliante la combinazione di piu
fattori: a) co-segregazione della mutazione comddattia all’interno della famiglia n
1; b) assenza della mutazione su un largo cammopepolazione di controllo (per
mutazioni missence > 120 cromosomi), della stegsa geografica; c) proteina
troncata o sostanziale modifica di un aminoacidpartante in un dominio altamente
conservato della proteina, o nel dominio funzionaleeffetti sulla trascrizione del
RNA messaggero o sulla sua stabilita o sito dicspgli In assenza di mutazioni
riscontrabili a livello genomico, in alcuni casstata usata la RT-PCR, per ricercare
mutazioni non convenzionali, quali: riarrangiamerdimplessi, sequenze ripetute, o
espansioni di sequenze.

L’esempio del trascritto NP_940896, illustra l'appecio all'interpretazione dei
risultati. Nei tre probandi (Famiglia nl), & statantificata una mutazione puntiforme
a livello dell'esone 6 allo stato omozigote, ngportata in letteratura (c.1477 G>A),
che comporta una sostituzione di un aminoacidaretde conservato (GhiLys).
Tramite l'utilizzo dell’enzima di restrizione MSE (che consente di verificare la

presenza della mutazione, sia allo stato di paeatterozigote, che di affetto
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omozigote) sono stati analizzati tutti i componedglla famiglia e, costruito
I'aplotipo, si € potuto escludere questo gene pbithlterazione genomica non
combaciava con la trasmissione della malattia. ldamone si trovava, infatti, allo
stato di omozigosi, non soltanto nei tre probandg anche in un genitore,
clinicamente sano. Un altro esempio, é stata lamme ¢.937 A>G (p.Asn>Asp) del
gene ATPAF1, che e stata identificata nei tre pdgiecon una segregazione
famigliare concordante, e senza riscontro in pi2@D alleli di controllo. In realta,
una variante simile e stata descritta come polimmd in linee cellulari tumorali,
inoltre, ancora piu importante, la proteina proaotth componente del complesso V
della catena mitocondriale, era normalmente furants nel tessuto del paziente n 3.
La figura 29 mostra i risultati dell’analisi elettoretica Blue Native/SDS PAGE su
muscolo del paziente n 3 che rileva un normalenaskggio dei complessi della
fosforilazione ossidativa, incluso il complessolibltre I'attivita della ATP-sintetasi
saggiata sui fibroblasti in cultura dei pazientdie5 controlli, non ha evidenziato
nessuna differenza significativa. Questo ha pordtoesclusione del gene ATPAF1

come responsabile della ADCL.

BN-PAGE

75—

42— =
27 —

SDS-PAGE

Figura 29. Elettroforesi su gel di Blue native (BMGE) del muscolo scheletrico del paziente
n 3 (a sinistra) e in un controllo normale (a d®Bstr
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Durante lo studio dei risultati, non sono stateargrate altre mutazioni patogene.
Sono state rilevate, invece, numerose mutazioniifoumi, sia allo stato eterozigote
che omozigote. Si & proceduto, in questi casi,slidio degli altri componenti sani e,
qualora la trasmissione della mutazione corrispsseleall’analisi aplotipica della
famiglia, sono stati esaminati anche pool di indlivinella popolazione generale (con
un minimo di 150 alleli), mediante l'utilizzo di 2imi di restrizione, al fine di
individuare la percentuale di presenza della matezinella popolazione generale.
Poiché si tratta infatti di una forma di leucodi$it rara, una incidenza elevata
avrebbe messo in dubbio che si trattasse dellazmouia responsabile nel nostro caso.
Lo studio degli SNP, inoltre, ci ha permesso dunid la regione ritenuta legata alla
malattia da 7 a 3.11 Mb, contenente 69 geni, 25jdali altamente candidati poiché
coinvolti in funzioni mitocondriali, proteine tram&mbrana o comunque di trasporto
intracellulare, o ancora, importanti per lo svilopgerebrale.

E’ stata infine individuata una mutazione puntifernrmissence che comporta un
cambio aminoacidico a livello di un gene posto creimosoma 1 (1p34). Si tratta di
un gene non conosciuto e non legato ad altre gag® che codifica per una proteina
che dalla sequenza predice per un fattore di irasce.

Vista la mancanza di informazioni relative alla Ziomne del gene e quindi
all'implicazione eziopatogenetica che lo legavaa atiostra malattia, lo studio di
sequenza € continuato analizzando tutti i gendeegsituati nella regione, al fine di
escludere la presenza di altre mutazioni possibili.

Sono stati infine analizzati gli individui affetippartenenti alla seconda famiglia, i
quali riportano una variante della stessa mutaziGnieha consentito di confermare la
rilevanza di questo gene nel determinare la mala&tia presenza della mutazione

nella popolazione generale.
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DISCUSSIONE

5.0 DEFINIZIONE CLINICA DELLA LEUCODISTROFIA INDIVI  DUATA E
DIAGNOSI DIFFERENZIALE

Le caratteristiche cliniche riportate dai 7 paziguesi in esame rappresentano un
fenotipo unico caratterizzato da una atassia ad esordio predentamente
progressiva, dalla successiva comparsa di una ug@acneurosensoriale con
evoluzione in una sordita completa, e dallo svilupl una cardiomiopatia a rapida
evoluzione che porta al decesso, associato adazlai diffuse della sostanza bianca
alla risonanza magneticaNella seconda famiglia a questi sintomi si assaaon
deterioramento cognitivo ed in 2 soggetti, ancheinteressamento del sistema
nervoso periferico.

L’associazione tra atassia, sordita, cardiomiopati@ucodistrofia & stata segnalata in
letteratura solo in pochissimi casi.

Nel 1970, Gullotta et al. descrivevano tre soraltiette da un disturbo progressivo
con esordio tra i 4 e gli 8 anni, caratterizzatouda perdita dell’udito in 2 soggetti,
seguita da atassia, paraparesi spastica o ipotoricadeficit peroneale bilaterale,
disturbi del comportamento, e demenza. L'esame p#oto riveld che la
leucodistrofia sudanofila interessava soprattutt@ervelletto, la capsula interna,
esterna ed estrema, suggerendo una variante adicegardivo della malattia di
Krabbe.

Piu numerosi sono i casi segnalati di associazi@atassia e sordita all'interno di un
guadro di degenerazione spinocerebellare. Jeuak dportano 2 sorelle di 8 e 11
anni, nate da matrimonio tra consanguinei, conipoacusia insorta verso i 6 anni

che portava ad una sorditd completa intorno agliAlllesordio appariva inoltre una
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atassia cerebellare e un deterioramento mentalaripe le sorelle mostravano
alterazioni cutanee (macchie iperpigmentate suwyditaccia e gambe; lesioni tipo
vitiligine sul dorso) e la maggiore, deceduta &l’'di 12 anni, presentava al reperto
autoptico, una sclerosi del miocardio, oltre ad aspetto pallido della mielina
cerebrale, alla degenerazione del tratto spinoedeeb e parzialmente anche del
fascio posteriore.

Ed ancora, Barman e Haslam hanno descritto unagfamn cui tre maschi erano
affetti da: atassia progressiva, ipoacusia, ritangmtale, e segni di interessamento del
motoneurone superiore ed inferiore.

Recentemente, Nomoto et al. hanno descritto unaanileucodistrofia a carattere
familiare con paraparesi spastica, atassia, dedaemento mentale ed alterazioni
scheletriche. Si tratta di una famiglia consangaig@pponese con affetti in diverse
generazioni, con una eta compresa tra i 14 e nb6 h'esordio & precoce, trai 6 e gli
8 anni, con un disturbo della deambulazione lentdenprogressivo. In un caso € stata
segnalata sordita neurosensoriale, mentre in 2 paztenti erano presenti sintomi
psichiatrici simili a quelli riscontrati nelle simaimi frontali. La MRI non evidenziava
anomalie nelle fasi precoci, mentre successivammoigrava una iperintensita della
sostanza bianca cerebrale e cerebellare nelle sBEIUE2 pesate; la spettroscopia,
invece, indicava una riduzione del rapporto NAAAtiea ed un incremento del
rapporto colina/creatina.

Inoltre, all'interno delle leucodistrofie ben cldgste, la sordita non viene segnalata
come sintomo predominante; una associazione ti@dtdaneurosensoriale, atassia e
leucodistrofia, come sintomi isolati o associaé foro, sono invece comunemente
riscontrati in un numero elevato di malattie mitodoali. Anche se il pattern di

ereditarieta, le caratteristiche ed il decorsoictipl’attivita biochimica normale della
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catena respiratoria mitocondriale, in assenza damoni del DNA mitocondriale, e
'assenza del picco di lattato rilevatn vivo alla spettroscopia, rendono difficile

I'appartenenza a questo gruppo di malattie pesirnoasi.

5.1CARATTERISTICHE DEL GENE

I cromosoma 1 rappresenta il piu esteso cromosdeldorganismo umano e
costituisce fino all'8% del DNA totale contenendliracirca 263 milioni di paia basi.
La regione p34, in particolare, costituisce unategarel cromosoma 1 di recente
definizione in termini sia di sequenza genica si&abcritti. Per dare una idea della
complessita della regione e dei suoi trascrittitibpgnsare che sono circa 100 le
patologie genetiche e le proteine codificate dalegione p34.1-p34.3, che
comprendono uno spettro di patologie che vanncadalélattia di Alzheimer, al
Parkinson, alla VWML fino alle alterazioni corneadila sordita, alla predisposizione
alla dislessia, alla fucosidosi ed alla susceit#dll'infarto del miocardio.

Il gene ADCL (Figura 30) si trova sul braccio codel cromosoma 1, si caratterizza
per la presenza di 15 esoni, produce un traschitBokb e codifica per una proteina di

62,7 kDa consistente in 566 aminoacidi.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14 15

Trascritto 3099 bp

Proteina

566 aa

Figura 30

Dalle informazioni ricavate dall’ EST database s&sio quattro forme alternative di

splicing del gene. Si sono riscontrate importamtalagie tra la regione amino-
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terminale della proteina prodotta dal gene ADCL domini Zinc finger (Znf), in
modo particolare con la variante RING-type. Qudstnini Zinc finger sono piccoli
motivi peptidici, contenenti uno o piu atomi di e che legano il DNA. Essi
contengono molteplici protusioni a forma di ditnger”) che formano contatti di
tipo tandem con la loro molecola target, svolgemd@uesto modo un ruolo nella
regolazione della trascrizione.

La sequenza della proteina ACDL umana e relativéaeneanservata inBos taurus,
Cavia porcellus, Echinops telfairi, Equus caballks]is catus, Gallus gallus, Macaca
mulatta, Pan troglodytes, Rattus norvegieusiolto conservata ifvlus musculus and
Canis familiaris.

Mutazioni:

La mutazione missenae 1088G>Arilevata allo stato di omozigosi nei tre probandi
della famiglia nl, si trova nellesone 8 e compora cambio aminoacidico
importante: p.Arg363Gly. La segregazione della miot@e con il fenotipo clinico é
confermata dal sequenziamento genomico direttaitiu tomponenti della famiglia,
che si presentano allo stato di eterozigoti (poriatani) o omozigoti per il wild-type
(Figura 32). Inoltre la stessa mutazione non @stktvata in 150 copie alleliche nella

popolazione di controllo.

A
dﬁddddﬁbbédﬁéﬁ_jd

Tt #1 L #2 PT #7

Figura 32: Albero genealogico con indicazione dmjgetti malati (omozigoti per la mutazione c.
1088G>A), sani portatori (eterozigoti per la mutens), e sani wild-type.
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La seconda mutazione missence ritrovata allo sliadonozigosi negli individui affetti

appartenenti alla seconda famiglal094G>A si trova ad una tripletta di distanza

dalla precedente, sempre nellesone 8 e comportastésso tipo di cambio

aminoacidico:p.Arg365Gly. Anche per gquesta seconda mutazione proceduto

all'analisi di oltre 150 alleli per escludere laepenza all’interno della popolazione

generale.

Entrambe le arginine sostituite, occupano residunaoacidici altamente conservati

nelle specie, presenti anche nel toptug Musculus e nel cane@anis familiari9

(Figura 33).
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Mutazione R365Q Famiglia n :

KODEGOREGSCHAEDDAVDIEHENHNRFEEYEWCGOERIRATTLLEGGFRGSGE IMCSGE
KODEGOREGSCYAEDDAVDIEHENSHRFEEYEWCGOERIRATTLLEGGFRGSGEVHCSGE
KODEGOREGSCHMAEDDAVDIEHADSHREFEEYEWCGOERIEATTLLEGGFRGSGEVHCSGE

Mutazione R363Q Famiglia n 2

Figura 33
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CONCLUSIONI

6.0 POSIZIONE DELLA LEUCODISTROFIA INDIVIDUATA
ALL'INTERNO DELLA CLASSIFICAZIONE GENERALE DI TALI
PATOLOGIE E SVILUPPI CLINICI FUTURI

Lo studio della letteratura sulle leucoencefalahf permesso l'ipotesi su cui si basa
questo lavoro: definire la ADCL come nuovo fenotigmico di leucodistrofia. La
rivisitazione nosografica, oltre ad escludere kspnza di casi segnalati paragonabili
ai nostri pazienti, ha mostrato come le leucoenapédie o le leucodistrofie da causa
non nota formino un gruppo eterogeneo di malagtiepme piu del 60% dei bambini
affetti da leucodistrofia restino non classificatonostante estensive indagini
diagnostiche. Per questo motivo, a nostro avvisoelde importante cercare di
caratterizzarli attraverso una combinazione diistlidici (compreso l'utilizzo delle
neuroimmagini), biochimici, anatomopatologici e geci.

Negli ultimi 10 anni, il gruppo americano di Schiifnn, in collaborazione con i piu
importanti centri europei che si occupano di leistodfie, ha raccolto un vasto
numero di soggetti di tutte le eta che presentavsegni clinici e radiologici di
leucodistrofia, in assenza di una diagnosi ezialogita, che sono stati sottoposti ad
un ampio studio clinico e di laboratorio (figura)3& fine di raggruppare questi
pazienti allinterno di nuove forme clinico-patologe e permettere cosi un
successivo studio di linkage genetico.

Attraverso tutte le indagini diagnostiche possilajliindi, si cerca di creare gruppi di
pazienti con caratteristiche simili, per poter rsmio definire una nuova condizione
clinica, ma soprattutto per [lidentificazione deleng responsabile e per |l

riconoscimento del meccanismo eziopatologico deb&s/viamente piu elevato € il
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numero di soggetti appartenenti al medesimo grupgpeggiore € la percentuale di

Successo.

Nel nostro caso é stato possibile individuare iegeesponsabile grazie alla possibilita

di effettuare uno studio di linkage genetico su daaiglia consanguinea molto

informativa e di confermare la scoperta dato ilcessivo ritrovamento di altri 4

pazienti non correlati. Questo ha permesso di olefigeneticamente una nuova

malattia neurodegenerativa ad esordio precoce df@sce vari organi in una

sequenza temporale stabilita: prima I'encefalo,ipfggato, e

meccanismo di trasmissione autosomico recessivo.
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Figura 35

Rimangono, a nostro avviso, aperte una serie dil@natiche:

a) Non esiste tuttora uno studio epidemiologico ina&ranale d’insieme che, da

una parte, fornisca dati relativi alla prevaleni&idenza e distribuzione
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territoriale delle patologie leucodistrofiche e cliall'altra, identifichi un
referente unico che funga da recettore delle saegmali scientifiche.

b) Agli avanzamenti in ambito diagnostico (studio parhico o identificazione
di markers biologico/biochimici di malattia che sentono di sorpassare le
difficolta tecnico-operative che sono intrinsechia aomplessita dello studio
genetico-molecolare) e terapeutico (trapianto diaid osseo e transfezione
genica tramite virus vettori o liposomi) che harssgnato e stanno segnando
gli ultimi anni della ricerca scientifica fa da dmitare la difformita di
avanzamento scientifico delle diverse realta naion

c) La letteratura medica e ricca di esempi di pat@dgucodistrofiche relative a
singoli casi o a ristrette aggregazioni familiarhec in alcuni casi,
rappresentano degli unicum reali, in altri, potretobinvece trovare corretta
inclusione in specifiche entita o raggruppamentdsimici. In assenza di un
sistema operativo unico queste segnalazioni rimamgoevase dal punto di
vista diagnostico, creando non poche problematiahe ridondanze

classificatorie.

6.1 DIREZIONI DELLA RICERCA VERSO LA DEFINIZIONE
DELL'ESPRESSIONE DEL GENE NEI VARI TESSUTI E LA SUA
CARATTERIZZAZIONE FUNZIONALE

Espressione del gene nei vari tessuti:

Per studiare I'espressione del gene nei vari tessugtata ricercata la distribuzione
degli mMRNA. Questi sono stati retrotrascritti medé&RT-PCR per ottenere il cCDNA.
Su questo cDNA ¢ stata effettuata una PCR con psisygecifici, per amplificare un
frammento del trascritto della proteina ADCL di 2Bf, che ha mostrato come |l

trascritto del gene ADCL sia espresso in manietiguitaria in vari tessuti: cervello,
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fegato, cuore, rene, muscolo, midollo osseo, lilafstp (Figura 31). Inoltre ha
evidenziato una differente espressione a seconlita stadio di sviluppo, infatti &

rappresentato in misura ridotta nel fegato dellterduspetto allo stadio fetale.

Amnalvsiz of transeript expreszion in RNA panel:

1:adult bramn 10: LLB Auddimo
2:fetal bram 11:lrver 2eme BT
3:fetal liver

4:adult heart

5: adult ladney

G: adult liver

7:skeletal muscle

8: spmal cord
9: LLE control

Figura 31

Analisi funzionale delle mutazioni:

Per determinare [l'effetto delle due mutazioni misge sulla localizzazione
subcellulare della proteina ADCL, cellule COS sastate trasfettate in maniera
transiente con costrutti codificanti sia la proteimild type, che le proteine mutanti,
fuse alla loro estremita C-terminale con una coge.Rer generare i costrutti, & stata
eseguita una reazione di PCR, usando come temp@iA di cervello umano
(clonetech) e primer localizzati nelle regioni 3’ %2UTR, che ha prodotto un
frammento di 2084 bp. Questo frammento e statolsnhto nel vettore pGMTeasy
(Promega), € stata quindi eseguita una secondasb@desto costrutto con la coppia
di primer 5'gcttgegtcgacTAATATTCCCTGCCCTGACC3 e
5’ ATCTAACGCCGGCGTCAAAGCAGGTCCTCCTCTGAGATCAGCTTCTGCATTGATGCCAAGTA
GATCCTCCGCAGGTCT@’, contenenti siti di restrizione per gli enzimalSe Notl, e la
sequenza Myc-tag, necessari per la nostra stradeglanaggio. Per introdurre le due
mutazioni missenso, identificate in questo lavarcstata utilizzata una strategia di

mutagenesi sito-diretta utilizzando primers conténda mutazione richiesta.
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Successivamente, il frammento desiderato e statwatd nel vettore d’espressione
mammifero pCl-neo (Promega). | costrutti pCl-neodviggged wild type e i due
mutanti sono stati trasfettati in modo transiemtecellule COS-1 attraverso il kit
Invitrogen Lipofectamine. A 24 ore dalla trasfe®ote cellule sono state lavatee con
PBS e fissate in paraformaldeide al 4%, incubatewwoanticorpo primario anti-myc
ed un secondario goat-anti-rabbit marcato con a@&8@ Le immagini sono state
raccolte ad un microscopio confocale Zeiss LSM §diQura 34). Ciascun costrutto &
stato trasfettato in duplicato. L’analisi di immdluorescenza ha rivelato che la
proteina ADCL wild type e localizzata elusivameng nucleo cellulare. L'immagine
mostra fluorescenza nel nucleo, ma non nel nucléolalcune delle cellule trasfettate
sono stati osservati aggregati a livello del nuatbe potrebbero rappresentare un
artefatto di trasfezione dovuto alla tossicita @abvraespressione. Lo stesso profilo
di localizzazione é stato riscontrato per le dusgine mutanti (R363Q and R365Q),

senza cambiamenti di localizzazione (Figura 34).

Anti-myc Hoestch

pCI-neo empty
Negative control

Wild-type

R363Q

R365Q

Figura 34
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La presenza della proteina all'interno del nucletiutare, favorisce lipotesi iniziale
di fattore di trascrizione. Si tratta inoltre di gene dello sviluppo, come indicato
dall'analisi dei trascritti nel fegato che mostriedenze tra lo stadio fetale e I'adulto.
Come passo successivo nella comprensione dellaiofumzdel gene ADCL,
comunque, € in corso lo studio di ibridazione i su fettine di cervello umano (sia
adulto che fetale), e la transfezione di differdrdimmenti nelle diverse cellule del

sistema nervoso centrale (neuroni, oligodendraastiociti).

Il lavoro attuale si concentra su due versantigypiali:

- lindividuazione diagnostica di altri casi clinisporadici o familiari, possibile
tramite il riconoscimento di questa nuova formanich di leucodistrofia ADCL
all'interno della nosografia internazionale,

- lampliamento delle conoscenze sulla proteina ADG@L fine di poter
comprendere l'eziopatogenesi della malattia edidzpate cosi un eventuale
protocollo terapeutico, se non di interruzione pebcesso patologico, quanto

meno di un suo rallentamento.
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