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La tesi in oggetto si compone di due parti:

1. Studio delle paraparesi spastiche ereditarie

2. Studio della sindrome di tremore e atassia associati all’ X-fragile

1. Paraparesi spastiche ereditarie: studio clinico, neuropsicologico e genetico di una
casistica

Introduzione

Le paraparesi spastiche ereditarie (Hereditary Spastic Paraplegia, HSP) sono un gruppo
eterogeneo di malattie neurodegenerative caratterizzate da ipostenia progressiva e spasticita
agli arti inferiori. La lesione patologica principale riguarda il tratto corticospinale. Gli assoni
che lo compongono sono particolarmente lunghi, talora anche superiori ad un metro, con un
volume assonale che puo essere mille volte superiore a quello del pirenoforo. I neuroni del
tratto corticospinale forniscono un esempio estremo delle difficolta dei processi cellulari, quali
‘trafficking’, trasporto e metabolismo energetico.

Le HSP sono clinicamente e geneticamente eterogenee. Da un punto di vista clinico si
dividono in forme pure in cui sono presenti segni piramidali, quali riflessi osteotendinei vivaci,
segno di Babinski, spasticita e deficit motorio, che possono essere associati con deficit delle
sensibilita profonde o disturbi sfinterici. Le forme complesse consistono di una moltitudine di
entita cliniche in cui la paraparesi ¢ variabilmente associata con numerose combinazioni di
altri segni neurologici ed extraneurologici quali atassia cerebellare, disartria, ritardo mentale,
neuropatia periferica, atrofia ottica, retinite pigmentosa, disturbi dell’udito e assottigliamento
del corpo calloso.

La genetica molecolare ha mostrato un’inattesa eterogeneita (tabelle 1 e 2). Finora sono stati
mappati trentuno differenti loci (SPG), e 13 geni responsabili sono stati identificati; alcuni di
questi sono coinvolti nel traffico assonale o nel metabolismo mitocondriale. Per le forme
recessive (AR) sono stati identificati 14 loci (SPG5A, 7, 11, 14, 15, 20, 21, 23-28, 30); per le
forme dominanti (AD) 14 (SPG3A, 4, 6, 8-10, 12, 13, 17, 19, 12q, 29, 31, 33); per le forme X-
legate (XL) tre loci (SPGI-2, 16) . 1l fenotipo prevalente nelle forme AD ¢ quello di una
paraparesi spastica pura, mentre le forme recessive ed XL sono piu spesso complicate. Finora
sono stati clonati 13 geni: tre per le forme recessive, otto per le forme dominanti e due per le

forme X-legate.



Circa il 40% delle forme AD puo essere attribuito a due loci maggiori, SPG4 e SPG3A.

SPG4 codifica per spastina, una proteina di 616 AA appartenente al gruppo delle AAA
(ATPasi associate con altre attivita cellulari). Le proteine AAA sono coinvolte in un’ampia
varieta di processi cellulari, quali il ciclo cellulare, il trasporto vescicolare, la funzione
mitocondriale, la biogenesi dei perossissomi, e la proteolisi. Mutazioni nonsense, frameshift,
delezioni, missense sono state tutte ritrovate nei pazienti SPG4 e sono generalmente
caratterizzate da un fenotipo clinico non distinguibile, suggerendo che le basi molecolari della
malattia risiedono nella aploinsufficienza (Tallaksen et al, 2001; Reid, 2003). SPG3 ¢ la
seconda forma pit comune di HSP dopo SPG4, riscontrandosi nel 10% delle famiglie con
HSP-AD pura. Il gene SPG3A comprende 14 esoni per circa 69 Kb e codifica per atlastina.
Questa proteina ha un alto grado di omologia con la guanylate binding protein 1 (GBP1), un
membro della superfamiglia delle dinamine, che fanno parte delle GTPasi. E stato
recentemente dimostrato che le dinamine si associano con le vescicole e con gli enodosomi e
mediano attivamente i processi di trasporto intracellulare (Mc Niven et al, 2000).

Altri geni e prodotti proteici sono stati identificati nelle HSP-AD. Nella forma SPG6 sembra
essere coinvolto un trasportatore/recettore con 9 domini transmembrana, NIPA1 (Rainier et al,
2003). Nella forma SPG10 ¢ coinvolta KIF5A, una proteina implicata nel trasporto di organelli
membranosi negli assoni, espressa solo nei neuroni; le mutazioni di questo gene prevengono
I’attivazione dell’ ATPasi motoria che porta al legame dei microtubuli (Reid et al, 2002). Nella
forma SPG13 ¢ coinvolta HSPD1, una chaperonina implicata nel folding e nell’assemblaggio
di proteine localizzata nella matrice mitocondriale (Fontaine et al, 2000; Hansen et al, 2002).
Nella forma SPG17 ¢ mutato il gene BSCL2, responsabile della sintesi di Seipina, una
proteina integrale della membrana del reticolo endoplasmatico, coinvolta anche in altre
patologie, tra cui una neuropatia motoria distale ereditaria (Silver 1966; Patel 2001;
Windpassinger et al, 2003). In SPG31 le mutazioni sono a carico di REEP1, che codifica per
una proteina di membrana, mitocondriale, ubiquitaria, coinvolta nel trasporto di vescicole
Reb-mediato, con attivita tipo chaperone (Zuchner et al, 2006). In SPG33 ¢ coinvolto
ZFYVE27, il cui prodotto interagisce con spastina e sembra essere coinvolto nel corretto
assetto tubulare (Mannan et al, 2006).

Tra le HSP-AR, SPGS5, SPG24 e SPG28 sono forme pure (Hentati et al, 1994; Hodgkinson et
al, 2002; Meijer et al, 2004; Bouslam et al, 2005). SPG7 ed SPG27 (De Michele et al, 1998;



Casari et 1998; Mejer et al, 2004) possono presentarsi come forme pure o complicate. Le
rimanenti forme di HSP-AR, SPG11, SPGI4, SPG15, SPG20, SPG21, SPG23, SPG25,
SPG26, SPG30 hanno un fenotipo complicato (Martinez Murillo, 1999; Vazza et al 2000;
Hughes et al, 2001; Patel et al, 2002; Simpson et al, 2003; Blumen et al, 2003; Zortea et al,
2002; Wilkinson et al, 2005; Klebe et al, 2006).

La forma piu frequente di HSP-AR sembra essere SPG1 1, paraparesi spastica con ipoplasia
del corpo calloso (HSP-AR-TCC), un disordine neurodegenerativo caratterizzato da ritardo
mentale e paraparesi spastica lentamente progressiva complicata da neuropatia periferica. La
malattia esordisce nella seconda decade di eta. La caratteristica neuroradiologica della
sindrome ¢ 1’assottigliamento della parte anteriore del corpo calloso (Thin Corpus Callosum,
TCC) e le alterazioni della sostanza bianca, che in genere si verificano nel corso della malattia
(Iwabuchi et al, 1994). La prima identificazione di un locus per questa condizione, denominato
SPG11 sul cromosoma 15q13-15 in famiglie nord-americane e giapponesi con HSP-AR-TCC
(Martinez Murillo et al, 1994; Shibasaki et al, 2000) ¢ stata confermata in 5 famiglie italiane
(Casali et al, 2004) ed in due famiglie consanguinee arabo-israeliane (Lossos et al, 2006),
restringendo la regione cromosomica minima ad un intervallo di 13.6 cM e dimostrando
I’eterogeneita genetica della condizione. Tuttavia il gene responsabile rimane ancora ignoto.
Dopo I’identificazione del locus SPGI 1, sono state descritte ulteriori famiglie di differenti
etnie dell’Europa occidentale, Sud-America, Asia e Medio-Oriente (Teive et al, 2001; Kang et
al 2004; Sperfeld et al, 2004; Tang et al 2004; Winner et al, 2004, Brockmann et al, 2005;
Winner et al, 2005) suggerendo che questa particolare patologia non & rara come inizialmente
si credeva, e che la sua frequenza nei paesi occidentali potrebbe essere sottostimata. Inoltre
una certa proporzione di individui con HSP-TCC sono casi singoli, ed ¢ possibile che il
disordine sia alla base di una significativa proporzione di casi apparentemente sporadici. Va
ricordato che I’ipoplasia del corpo calloso puo essere associata anche ad altre forme di HSP,
fra cui quelle legate ad SPG4, SPG7 ed SPG21 (Coutinho et al, 1999; Orlacchio et al, 2004;
Simpson et al, 2003).

Nelle HSP-AR sono stati inoltre individuati tre geni: SPG7, SPG20 e SPG21. 1l prodotto di
SPG7, paraplegina, ¢ una proteina mitocondriale analoga a metalloproteasi del lievito, con
attivita proteolitica e tipo chaperone a livello della membrana mitocondriale interna, coinvolta

nell’assemblaggio di proteine e nel turnover di proteine mis-tradotte e mis-folded. SPG20



codifica per spartina, una proteina con analogia di sequenza per spastina, coinvolta nel traffico
di proteine e forse associata a microtubuli. SPG21 codifica per maspardina, una proteina
localizzata negli endosomi e nelle vescicole di trasporto del Golgi, probabilmente implicata
nel trasporto e nel corretto ‘indirizzamento’ di proteine.

Da quanto su esposto emerge che, anche se le proteine hanno funzioni differenti, si iniziano a
intravedere delle possibili vie comuni di neurodegenerazione nelle HSP: compromissione di
chaperonine mitocondriali (paraplegina/SPG7 e heat shock protein 60/SPG13, REEP1/SPG31)
o del trafficking e trasporto molecolare (KIFSA/SPG10, spastina/SPG4, atlastina/SPG3A,
spartina/SPG20, maspardina/SPG21, ZFYVE27/SPG33).

Dal punto di vista clinico, nelle forme complicate uno dei segni ‘plus’ ricorrenti &
rappresentato dalla presenza di deficit cognitivi che possono manifestarsi come ritardo mentale
o come declino delle capacita cognitive gia acquisite. Il ritardo mentale ¢ stato descritto come
una caratteristica delle forme complicate SPG 1, 2, 11, 14, 15, 20, 23, 26. Sebbene la demenza
sia stata riportata in associazione con SPG 2, 15, 21, la maggior parte degli studi disponibili
sul declino cognitivo in HSP ¢ relativa, nel periodo precedente all’avvento della genetica
molecolare, a pazienti con HSP-AD con fenotipo puro e, dopo la classificazione genetica delle
HSP, alla forma SPGH4.

Non sono stati finora riportati deficit cognitivi nei pazienti con SPG?7.

Prima della classificazione genetica delle HSP, la presenza di deterioramento cognitivo ¢ stata
associata con forme di HSP pure (Dimitrijevic et al, 1982; Tedeschi et al, 1991; Diirr et al,
1994), in cui sarebbe esistita una correlazione del deficit cognitivo con 1’eta, ma non con la
gravita della malattia (Webb et al, 1996).

In seguito alla classificazione molecolare delle HSP, si ¢ stabilito che, tra le forme pure, SPG4
¢ quella maggiormente correlata a deficit cognitivi (Webb et al, 1996; Webb, Coleman et al,
1998; Webb e Hutchinson, 1998; Hazan et al, 1999; White et al, 2000; Byrne et al, 2000;
Tallaksen et al, 2003; McMonagle et al, 2004).

Il tipo di deficit cognitivo individuato nella forma SPG4 ¢ stato ritenuto simile a quello di una
demenza sottocorticale, con assenza di afasia, agnosia e acalculia, ma presenza di difficolta nel
processo di acquisizione di informazioni e di scelta delle strategie adeguate nella risoluzione di

problemi.



In singoli pazienti SPG4 con deficit cognitivi in cui ¢ stato effettuato uno studio
anatomopatologico (White et al, 2000) sono stati osservati reperti anatomopatologici inusuali:
oltre alle alterazioni del midollo spinale, causa della disfunzione motoria, sono stati infatti
descritti perdita neuronale, gomitoli neurofibrillari tau-positivi, senza placche senili,
nell’ippocampo, e degenerazione granulovaculare nella corteccia limbica e nella neocorteccia.
11 deficit cognitivo nella forma SPG4 & stato ritenuto anche un possibile primo sintomo della
malattia (Byrne et al, 2000): pazienti portatori della mutazione, non sintomatici per
manifestazioni motorie, avrebbero punteggi pill bassi alle valutazioni neuropsicologiche
rispetto a soggetti di controllo.

Una valutazione longitudinale dei deficit cognitivi in SPG4 (McMonagle et al, 2004) ha
mostrato la progressione dei deficit in un gruppo di pazienti osservati in un periodo di circa 3
anni.

Da altri studi sulle funzioni cognitive in SPG4 (Tallaksen et al, 2003) non emerge una vera e
propria demenza, ma un modesto deficit delle funzioni esecutive, correlato con la gravita della

disfunzione motoria, ma non con 1’eta.

Lo studio presente ha avuto I’obiettivo di definire meglio le caratteristiche cliniche e genetiche
della casistica di HSP e si ¢ svolto sui seguenti punti:

1.1 Revisione della casistica

1.2 Screening delle famiglie dominanti per mutazioni del gene di spastina (SPG4)

1.3 Screening delle famiglie dominanti ad esordio precoce per mutazioni del gene di atlastina
(SPG3A)

1.4 Studio delle famiglie con paraparesi spastica recessiva ed ipoplasia del corpo calloso

1.5 Studio neuropsicologico di una casistica di pazienti con HSP molecolarmente identificata;
valutazione delle caratteristiche neuropsicologiche di una famiglia con mutazione del gene di

paraplegina (SPG?7).



1.1 Revisione della casistica

La casistica delle HSP afferenti all’ambulatorio per le atassie e le paraparesi spastiche
ereditarie del Policlinico Federico II &€ composta da 26 famiglie con ereditarieta autosomica
dominante e 26 famiglie ad ereditarieta autosomica recessiva; in un’ulteriore famiglia non &
possibile escludere una trasmissione di tipo X-legato.

Nel gruppo delle HSP-AD 7 famiglie presentano una forma molecolarmente identificata: in 5
famiglie ¢ stata riscontrata una mutazione del gene SPG4, in una famiglia una mutazione del
gene SPG3A; una famiglia risulta associata con il locus SPG9. Complessivamente 6 famiglie
sono ‘complicate’, mentre nelle restanti la HSP ¢ pura. Le caratteristiche cliniche e strumentali
delle famiglie sono riassunte nella tabella 3. Nel gruppo delle HSP-AR in due famiglie ¢ stata
identificata una mutazione del gene di paraplegina, SPG7; in 2 famiglie non ¢ possibile
escludere il linkage con la forma SPG5; in 9 famiglie il fenotipo ¢ complicato dalla presenza
di corpo calloso sottile e in 2 di queste lo studio di linkage & risultato positivo per il locus
SPG11. Complessivamente il fenotipo ¢ risultato del tipo ‘complicato’ in 14 famiglie

recessive. Le caratteristiche cliniche e strumentali sono riassunte nella tabella 4.



1.2 Screening delle famiglie con paraparesi spastica autosomica dominante per mutazioni
del gene di spastina (SPG4): analisi mutazionale mediante DHPLC del gene SPG4
Premessa

Circa il 40% delle HSP-AD puo essere attribuito a due loci maggiori, SPG4 e SPG3A.

I pazienti con HSP ad eredita provata o sospettata di tipo dominante sono frequentemente
inviati ai laboratori per ottenere conferma genetica della loro diagnosi. La considerevole
variabilita genetica e fenotipica preclude tuttavia un facile test diagnostico. Percio per lo
screening iniziale dovrebbe essere utilizzato un approccio efficace e di basso costo. Con lo
scopo di sviluppare un test genetico molecolare per analizzare pazienti e carriers e per
determinare lo spettro delle mutazioni abbiamo partecipato alla creazione di un protocollo
DHPLC per screenare I’intero gene SPG4 in famiglie ad eredita dominante. Il protocollo
basato su DHPLC ha anche consentito di identificare 11 nuove varianti genetiche.

Materiali e metodi

Pazienti

Un totale di 55 probandi da famiglie non imparentate con diagnosi di HSP ricevuta in diversi
centri italiani sono stati analizzati. Tutti 1 pazienti sono stati valutati da almeno due neurologi
esperti. Un’ereditarieta dominante con trasmissione da maschio a maschio era presente in tutti
i pazienti, 49 dei quali avevano HSP pura. I rimanenti 6 pazienti avevano caratteristiche
aggiuntive: polineuropatia era presente in tre casi, e segni cerebellari, disartria e alterazioni
cognitive erano presenti negli altri. Tutte le altre cause note di paraparesi spastica sono state
escluse dagli appropriati test clinici, radiologici e biochimici (Tallaksen et al, 2001). Un totale
di 23 parenti affetti o carrier obbligati della stessa famiglia sono stati indagati dopo che la
mutazione ¢ stata identificata nel probando. Sono stati anche analizzati 19 pazienti non
imparentati che presentavano paraparesi spastica senza una chiara storia familiare, come se
potesse trattarsi di pazienti con eredita dominate con bassa penetranza (Fink, 2002). Infatti ¢
stato dimostrato che circa 1’1.5% dei pazienti sporadici hanno mostrato mutazioni in SPG4
(Sauter et al, 2002). Un fenotipo puro era presente in 17 soggetti; dei 2 rimanenti uno aveva
alterazioni della sostanza bianca periventricolare e 1’altro disartria e atassia del tronco.

Analisi genetica



I1 DNA ¢ stato estratto dai leucociti periferici secondo le procedure standard. Non erano
disponibili precedenti dati di linkage. I primers sono stati disegnati per amplificare I’intera
regione di SPG4, includendo I’esone 4, soggetto a splicing alternativo e confini esone-introne.
L’esone 1 ¢ stato amplificato come due frammenti separati usando un protocollo PCR con
polimerasi ricche di GC. Le dimensioni dei prodotti di PCR andavano da 173 a 390. Dopo
I’amplificazione i frammenti sono stati sottoposti a DHPLC. I criteri pit importanti per
assegnare la presenza di un’alterazione della sequenza nei frammenti DHPLC erano il numero
e la forma dei picchi di eluizione paragonati con sequenze wild-type. Un pannello di 300
cromosomi di controllo etnicamente appaiati ¢ stato screenato per PCRRFLP, DHPLC o
entrambe.

Risultati

Un totale di 21 differenti cambi eterozigoti sono stati individuati nelle regioni codificanti o nei
siti di splicing; 11 di questi sono nuove mutazioni mentre le altre 10 sono gia state riportate
(tabella 5).

Sono stati identificati anche 3 polimorfismi eterozigoti. La nomenclatura delle mutazioni si
riferisce alla sequenza di c-DNA con la A del codone di inizio della traduzione indicata come
+1. La figura mostra un esempio di anormale profilo di eluizione e i relativi elettroferogrammi
(figura 1).

Sono state individuate 2 nuove mutazioni missense. La nuova c.334G (p.Glul12Lys) si
verifica nell’esone 1 e riguarda un residuo moderatamente conservato in una regione di
significato funzionale ignoto; una differente mutazione (c.334G>T, p.Glul12X) era gia stata
riscontrata allo stesso aminoacido (Hentati et al, 2001). La c.1376G>C (p.Arg459Thr) colpisce
un residuo all’interno il dominio AAA altamente conservato della proteina spastina (Hazan et
al, 1999). Un cambio che sostituisce I’aminoacido polare arginina con 1’aminoacido non
polare treonina sembra alterare la struttura secondaria della spastina. Le due mutazioni
missense sono state ritenute patogenetiche per ragioni indirette: segregano con la malattia
all’interno della famiglia; non sono state riscontrate in 300 cromosomi di controllo; le
mutazioni coinvolgono residui che sono conservati nella spastina umana e murina e in altre
proteine correlate.

Le rimanenti nuove mutazioni sono chiaramente patogenetiche in quanto conducono ad un

codone di stop, a frameshift e interruzione prematura della traduzione (c.1270_1271dupAG
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che risulta in p.Gly425fs) o a delezione di singoli residui (c.1335_1357delAAG, che risulta in
p-Glu452). Infine due nuove mutazioni colpiscono i siti di giunzione di splicing (c1413+g>A e
¢.1493+2_1493+5insATGG), presumibilmente producendo lo slittamento di esoni multipli
come altrove riportato (Patrono et al, 2002).

Fra le alterazioni gia riportate abbiamo individuato 5 varianti missense (c.1270>G,c.1276C>G,
c.1307C>T, c.1379G>T, ¢.1667C>T, che risultano in p.Argd24Gly, p.Leud26Val,
p-Ser463Phe, p.Argd60Leu, a pAla556Val), una mutazione nonsense (c.1291C>T,
p-Arg431X), un frameshift (c.1215_1219del TATAA, che porta a p.Asn405fs), riscontrata in
due famiglie, e tre mutazioni che colpiscono i siti di consenso per lo splicing
(c.1413+43_1413+6del AAGT, c.1536+1G>T e ¢.1728+1G>A) (Fonknechten et al, 2000;
Hentati et al, 2000; White et al, 2000). La mutazione ¢.1728+1G>A ¢ stata identificata in tre
famiglie apparentemente non correlate che originavano dalla stessa area geografica del sud
Italia, ma negavano una parentela formale tra di loro.

Dei 23 parenti indagati abbiamo trovata la relativa mutazione in 18, 5 dei quali erano
asintomatici al momento dell’analisi. Il concetto che le mutazioni di SPG4 hanno una
penetranza differente talvolta bassa ¢ ben acclarato (Tallaksen et al, 2001).

Tutte le mutazioni patogenetiche sono state trovate in pazienti con HSP-AD, sebbene un
cambio (p.Gly425fs) sia stato identificato in un individuo con malattia apparentemente
sporadica che presentava piede cavo, segni piramidali e deambulazione spastica dai 20 anni.
Nessuno dei parenti era portatore della mutazione. Comunque, tre individui nelle generazioni
precedenti avevano piede cavo e dita a martello.

In questo studio abbiamo identificato due nuovi polimorfismi (c.397A>C che causa
p-lle133Leu nell’esone 1 e il cambio intronico ¢.1099-45G>A), associati con mutazioni di
spastina riportate in due famiglie e una duplicazione polimorfica gia descritta nell’introne 11
(1413+42_45dupTATA) in due famiglie non correlate (Proukakis et al, 2003). Questi cambi
sono stati considerati varianti neutrali dal momento che sono stati individuati anche nei
controlli (15-30% degli alleli normali). Nessuno dei pazienti presentava varianti SPG4
(p-Ser44Phe e p.Pro45GIn) considerate modificatrici del fenotipo clinico (Svenson et al, 2001;
Svenson et al, 2004).
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Discussione

Negli ultimi anni DHPLC ¢ emersa come una delle tecnologie piu flessibili per I’analisi delle
variazioni genetiche. L’abilita della DHPLC di identificare mutazioni gia note e ignote ¢ utile
per molte malattie. Si dimostra particolarmente utile in caso di geni grandi e quando la
frequenza di mutazioni non comuni e private richiede 1’utilizzo di tecniche di scanning
ottimizzate. Il presente lavoro corrobora 1’'uso della DHPLC per I’analisi del gene SPG4.

Le nostre analisi hanno portato all’individuazione di 11 nuove mutazioni in SPG4 e 10 che
erano gia state riportate (Fonknechten et al, 2000; Hentati et al 2000; White et al, 2000). Tutto
cio ¢ in accordo con i report precedenti in cui ¢ evidente che il numero di mutazioni private ¢
elevato (Tallaksen et al, 2001). Tuttavia, abbiamo trovato la mutazione c.1728+1G>A in tre
famiglie apparentemente non correlate: questa mutazione era gia stata descritta in un’altra
famiglia italiana (Santotelli et al, 2000). A nostra conoscenza questa mutazione ¢ la pil
frequente variante di SPG4 finora riportata in Italia. Diversamente, potrebbe correlarsi ad un
precedente ed ignoto effetto fondatore.

I dati clinici disponibili per i pazienti nel nostro studio non permettono un’agevole
correlazione genotipo-fenotipo. Si & gia visto che queste correlazioni sono difficili per SPG4
(Lindsey et al, 2000; McMonagle et al, 2000; Mead et al, 2001). Complessivamente 1’esordio
di malattia, la progressione e la severita all’ultimo esame neurologico non sono differenti fra i
pazienti con mutazioni missense, nonsense, in/del, mutazioni del sito di splicing, un risultato
questo che correla bene con precedenti studi (Yip et al, 2003). In particolare, il quadro clinico
non era influenzato dalla lunghezza del prodotto genico residuo predetto. Questo ¢
particolarmente ovvio quando consideriamo un paziente con la mutazione p.Glu125X
nell’esone 1 (con una proteina privata dell’80% della propria sequenza) e un paziente che ha la
mutazione c.Trp607X, con una proteina che dovrebbe mancare degli ultimi 9 aminoacidi della
mostrano simile progressione. Ulteriori fattori genetici ed epigenetici potrebbero essere
chiamati in causa per spiegare questa imperfetta correlazione.

Con I’esclusione di un paziente, non abbiamo riscontrato mutazioni in soggetti senza una
chiara ereditarieta dominante, il che suggerisce che il test per SPG4 non dovrebbe essere
utilizzato per pazienti sporadici. Inoltre sono state riscontrate mutazioni in fenotipi complicati

di HSP. Questo ¢ in accordo con report precedenti in cui mutazioni di SPG4 conducono
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prevalentemente ad HSP pura, sebbene esistano rare eccezioni (Mead et al, 2001; Meijer et al,
2002; Orlacchio et al, 2004). La presenza di alterazioni cognitive non € comunque stata
indagata nei nostri casi.

La frequenza complessiva di mutazioni di SPG4 nel nostro studio era 32.4%, raggiungendo il
46.9% quando erano considerati i pazienti solo con HSP-AD. Questi dati ricadono nel range
osservato in differenti popolazioni (Hentati et al, 2000; Patrono et al, 2002; Meijer et al, 2002;
Sauter et al, 2002; Burger et al, 2000). Le discrepanze potrebbero riflettere limitazioni delle
tecniche diagnostiche utilizzate che non consentono I’individuazione del 100%. In questa
ottica il presente studio non esclude nei nostri pazienti la possibilita di grosse delezioni della
spastina o anche di mutazioni nella regione del promotore o di altri elementi regolatori
(Higgins et al, 2001).

Sia gli studi di omologia strutturale che le evidenze sperimentali suggeriscono che spastina ¢
una proteina multisfaccettata, con una funzione complessa dipendente dal tipo cellulare, ciclo
cellulare e interattori molecolari (McDermott et al, 2003; Errico et al, 2004; Fink e Rainier,
2004). La spastina appartiene alla sottofamiglia 7 delle proteine AAA, che contiene anche la
katanina p60, una proteina di divisione dei microtubuli (McNally e Vale, 1993) e SKD1, un
regolatore del traffico degli endosomi. L’N-terminale della spastina & ancora poco
caratterizzato ma include il motivo MIT (ciog, un motivo contenuto all’interno di molecole
che interagiscono e partecipano al traffico dei microtubuli, un dominio comune a proteine
coinvolte nell’endocitosi e nel traffico intracellulare; Reid et al, 2002; Ciccarelli et al, 2003).
Una possibile funzione coinvolge la spastina nel rimodellamento dinamico dell’assone adulto
ed in crescita (Errico et al, 2002). Il disassemblaggio ed il riassemblaggio dei microtubuli sono
considerati processi critici nel mantenimento del citoscheletro assonale e nel trasporto selettivo
e mirato di specifici organelli e macromolecole (Raff et al, 2002). Tutte le mutazioni descritte
in questo studio si ritiene alterino il dominio AAA altamente conservato (Gonfalonieri e
Duguet, 1995). Una mutazione (p.Glul12Lys) ¢ localizzata al di fuori del dominio AAA ma
vicino al dominio MIT. Possiamo speculare che I’allele mutante potrebbe interferire con la
funzione MIT, se si assume che I’'m-RNA legato a questa mutazione ¢ stabile. Abbiamo anche
trovato varianti che tagliano solo la coda della proteina, lasciando integro il dominio AAA e
che comunque risultano in un disturbo neurologico progressivo. Sono evidentemente necessari

nuovi studi della parte carbossi-terminale di spastina.
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Per riassumere, la tecnica DHPLC si & dimostrata un metodo rapido per I’analisi di SPG4 in
pazienti con ADHSP e dei loro familiari. La specificita e la riproducibilita di DHPLC sono del
100% . 1l presente studio, ha aumentato la lista delle varianti alleliche e ha fornito un efficiente

protocollo di basso costo per lo screening mutazionale di SPG4.
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1.3 Screening delle famiglie con paraparesi spastica autosomica dominante ad esordio
precoce per mutazioni del gene di atlastina (SPG3A): la mutazione R495W nel gene
SPG3A causa paraparesi spastica associata con neuropatia assonale

Premessa

SPG3A ¢ la seconda causa piu frequente di HSP-AD, dopo SPG4. Abbiamo selezionato un
gruppo di famiglie negative per mutazioni di SPG4 per lo screening di mutazioni in SPG3A e
abbiamo descritto una nuova mutazione missense nell’esone 12.

Pazienti e metodi

In un gruppo di 25 famiglie con HSP-AD, 4 famiglie sono state screenate per mutazioni di
SPG3A, usando i seguenti criteri di inclusione: eta di esordio <10 anni in almeno un elemento
della famiglia, assenza di altre caratteristiche neurologiche ed extraneurologiche tipiche delle
HSP complicate, esclusione di altre cause note di HSP. Mutazioni in SPG4 sono state escluse
in tutti 1 pazienti mediante sequenziamento diretto del gene. I membri affetti sono stati
sottoposti ad esame neurologico dettagliato e studi neurofisiologici.

Analisi molecolare

Dopo consenso informato, il DNA genomico ¢ stato purificato dal sangue periferico secondo
le procedure standard. Lo screening per le mutazioni in SPG3A ¢ stato effettuato con
amplificazione PCR delle sequenze codificanti usando specifiche coppie di primers e con
successivo sequenziamento diretto dei frammenti purificati su gel.

Risultati

Pazienti

Tra le famiglie sottoposte a screening una era portatrice di mutazione in SPG3A. L’albero
della famiglia ¢ mostrato nella figura 2.

Le caratteristiche cliniche ed elettrofisiologiche sono riassunte nelle tabelle 6 e 7.

Il fenotipo clinico era quello di una forma pura di HSP. Tutti i pazienti presentavano ancora
una deambulazione autonoma. L.’esame neurologico mostrava un marcato ipertono spastico
agli arti inferiori, ipostenia, riflessi osteotendinei vivaci e segno di Babinski bilaterale. Erano
presenti anche scoliosi e piede cavo. La sensibilitad profonda era nella norma. Ipotrofia distale
degli arti inferiori era presente solo nel paziente II-1. Gli arti superiori erano risparmiati, € non

erano presenti né deficit cognitivi, né disturbi sfinterici.
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Lo studio delle velocita di conduzione mostrava una neuropatia assonale sensitivo-motoria,
pil accentuata agli arti inferiori; I’EMG mostrava un pattern neurogeno nei muscoli esaminati.
Il tempo di conduzione centrale dei SSEP dal nervo tibiale era ritardato nel paziente II-2. I
BAEP erano alterati solo nel paziente [I-2. [ PEV erano normali in tutti.

Analisi molecolare

Il sequenziamento del gene SPG3A nei tra pazienti ha rivelato una nuova mutazione missense
eterozigote al nucleotide 1483 della sequenza codificante (figura 2). La mutazione, che cade
nell’esone 12, porta alla sostituzione dell’arginina con triptofano al residuo 495 (R495) della
porzione C-terminale dell’atlastina. La mutazione non ¢ stata riscontrata in 400 cromosomi di
controllo appaiati etnicamente.

Discussione

Sono state finora descritte 8 mutazioni nel gene SPG3A (Dal Pozzo et al, 2003; Muglia et al,
2002; Sauter et al, 2004; Tessa et al, 2002; Zhao, Alvarado et al, 2001). Cinque mutazioni
misssense (R217Q, R239C, H247P, H258R, S259Y), sono state ritrovate negli esoni 7 e 8,
mentre una ¢ localizzata nell’esone 4 (A161P) e una nell’esone 12 (M408V). La mutazione qui
riportata ¢ la terza descritta nell’esone 12.

Non ¢ ancora chiaro come le mutazioni di atlastina alterino la proteina. Tra le mutazioni gia
descritte, R217Q altera direttemente il motivo GTPasi; A161P & localizzata vicino ad un sito
di fosforilazione conservato, nell’esone 4. Le altre mutazioni missense cadono al di fuori dei
motivi GTPasi o dei motivi conservati nella sequenza di atlastina e si pensa alterino la struttura
secondaria/terziaria della proteina. Dati recenti suggeriscono che atlastina ¢ espressa
principalmente nei neuroni piramidali della corteccia cerebrale e dell’ippocampo del cervello
di ratto e si colocalizza con i markers dell’apparato di Golgi (Zhu et al, 2003). Atlastina
sembra una proteina integrale di membrana, con due domini transmembrana predetti, una
struttura che ricorda quella delle mitofusine, delle grosse GTPasi che attraversano la
membrana mitocondriale due volte e possono essere coinvolte in eventi di fusione. La
mutazione da noi riportata causa la sostituzione di un aminoacido idrofilico basico (arginina)
con uno idrofobico (triptofano) nella parte terminale del secondo dominio putativo di atlastina.
La mutazione R495W probabilmente perturba la struttura secondaria di atlastina, alterando
forse la giusta conformazione e 1’auto oligomerizzazione o la corretta associazione alla

membrana, o entrambe (Zhu et al, 2003).
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La presentazione clinica di questa nuova variante di atlastina non differisce significativamente
dalle mutazioni precedentemente descritte. L’esordio della malattia era nell’infanzia e la
paraparesi non era associata ad altre caratteristiche cliniche. Sebbene 1’esame neurologico non
rivelasse segni di neuropatia periferica, lo studio neurofisiologico mostrava una neuropatia
assonale sensitivo motoria, una condizione osservata per la prima volta in HSP da mutazione
di SPG3A. Infatti lo studio neurofisiologico effettuato solo in due lavori precedenti, aveva dato
normali risultati (Dal Pozzo et al, 2003; Tessa et al, 2002).

E allo stato ignoto come una mutazione di atlastina e i conseguenti difetti della struttura della
membrana dell’apparato di Golgi o il traffico delle vescicole, possano causare una assonopatia
distale nei motoneuroni superiori con assoni pitt lunghi. Comunque, deficit del trasporto lungo
gli assoni sono stati implicati in altre forme di HSP (Reid et al, 2002), nella sclerosi laterale
amiotrofica (LaMonte et al, 2002) e nella malattia di Charcot-Marie-Tooth tipo 2A (Zhao,
Takita et al, 2001). Tutte queste implicazioni evidenziano un importante ruolo di atalstina

nello sviluppo del sistema nervoso centrale e periferico.
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1.4 Studio delle famiglie con HSP-AR ed ipoplasia del corpo calloso: descrizione di 20
nuove famiglie, restringimento del locus SPG11, analisi dei geni candidati ed evidenza di
eterogeneita genetica

Premessa

SPG11 sembra essere la pit comune forma di HSP-AR. Nell’ambito di uno studio
collaborativo abbiamo selezionato, nella nostra casistica di HSP-AR, famiglie con fenotipo
compatibile per lo studio di linkage al locus SPG11.

Pazienti e metodi

Sono state reclutati 40 pazienti e 59 parenti da 20 famiglie le cui caratteristiche cliniche
rientravano nei criteri clinici e neuroradiologici per HSP-AR-TCC (Casali et al, 2004). Tredici
famiglie erano italiane, due algerine, 2 portoghesi, 1 marocchina, 1 turca ed 1 tedesca. Le
mutazioni di altri geni implicati in HSP con ipoplasia del corpo calloso (SPG7, 21, 4) ed il
gene responsabile dell’agenesia del corpo calloso (ACCPN, SCLI2A6) (Howard et al, 2002)
sono state escluse per mezzo di DHPLC (Depienne et al, 2006; Patrono et al, 2005; Elleuch et
al, 2006), sequenziamento diretto o analisi di linkage utilizzando i markers appropriati
(Casaubon et al, 1996). Otto ulteriori markers per il locus SPG11 (D15S1044, D15S784,
D15S182, D15S517, D15S659, D15S161, D15S1039, S15S143) sono stati selezionati per
I’analisi di linkage e amplificati per PCR (Casali et al, 2004; Lossos et al, 2006). Gli aplotipi
sono stati costruiti manualmente; i LOD score sono stati ottenuti con la versione FASTLINK
del programma MLINK; i LOD score multipoint sono stati costruiti con il programma Allegro
1.2c. Per determinare I’ordine dei markers e le distanze genetiche ¢ stata usata la mappa
genetica Marshfield del cromosoma 15.

L’analisi per due geni candidati dell’intervallo di SPG11 ¢ stata eseguita in 5 famiglie per
sequenziamento diretto degli esoni codificanti e dei siti di splicing su sequenziatori ABIL.
Risultati

Lo studio ha incluso 40 pazienti (21 maschi e 19 femmine) da 20 famiglie, la maggior parte
delle quali del bacino del Mediterraneo e in cui i criteri diagnostici soddisfacevano quelli
proposti per HSP-AR-TCC (Iwabuchi et al, 1994; Casali et al, 2004). La consanguineita era
presente in 6 famiglie. L’esordio con disturbi della deambulazione era ad un’eta media di

16.2+3.2 (range 1.5-21 anni). In complesso la neuropatia era presente nel 75% dei casi e il
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ritardo mentale nell’86%. Il corpo calloso sottile era presente alla RM in circa il 90% dei casi,
mentre le alterazioni della sostanza bianca periventricolare nel 72%. Mutazioni di SPG4,
SPG7, SPG21 sono state escluse per sequenziamento diretto o analisi di linkage. Inoltre per
linkage ¢ stato escluso il gene SCLI12A6, responsabile di agenesia del corpo calloso (Howard
et al, 2002).

Analisi di linkage. L’analisi di linkage ¢ stata non conclusiva in dieci famiglie per non

informativita dei pedigree. Nelle altre 10 famiglie 1’analisi ¢ stata informativa. In 6 famiglie
(6/10, 60%) ha mostrato lod score da 0.6 a 3.8 per il marker D15S659. Considerando questi
dati con quelli delle 5 famiglie italiane gia riportate (Casali et al, 2004), & stato ottenuto un lod
score multipoint cumulativo massimo di 5.97 nell’intervallo dei markers D15S971-D15S123.
Mediante la ricostruzione degli aplotipi il limite telomerico ¢ stato definito a DS15S123 per un
evento di ricombinazione tra D15S5123 e D15S143. Un evento di ricombinazione ¢ stato
individuato anche tra i markers D15S971 E D15S1044, ed il limite centromerico ¢ stato
definito al marker D15S1044, sulla base degli aplotipi comuni, tra D1551044 e D15S123 allo
stato omozigote in tutti e tre i pazienti di questa famiglia. Il nuovo intervallo di 6 cM si
sovrappone parzialemente al locus ALS5 (Hentati et al, 1998) ed esclude il locus ACCPN e la
regione cromosomica inizialmente definita per SPG 11 (Martinez Murillo et al, 1999).
Fenotipo delle famiglie SPG1/ confrontato con quello delle famiglie non SPG// La tabella 8
mostra in dettaglio le caratteristiche cliniche dei pazienti SPG/1. Le nuove famiglie SPG/1
originavano dall’Italia (n=2), Portogallo (n=2) e due erano di origine marocchina e algerina e
vivevano in Francia. In 17 casi (§8M e 9F) I’eta media all’esordio era 15.843.7 anni (range 8-
23). Tutti i pazienti manifestavano deterioramento mentale progressivo (da leggero a
moderato) e paraparesi spastica lentamente progressiva. I segni clinici e neurofisiologici di
coinvolgimento del nervo periferico erano riscontrati in 13 pazienti (76%). In tutte le famiglie
il disturbo della deambulazione accompagnato da difficoltd motorie nelle prime due decadi era
il pitt comune sintomo all’esordio. Non ¢ stata osservata una significativa variabilita intra- o
inter-familiare. Come risultato della progressione della malattia, sei pazienti (35%) erano
costretti alla sedia a rotelle dai 30 anni; tuttavia la disabilita funzionale tendeva ad aumentare
con l’eta. Il punteggio di severita medio della malattia era 3. Mentre nessuno aveva deficit

sensitivi, segni di disfunzione cerebellare, quali disartria e amiotrofia degli arti superiori o
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inferiori lieve o moderata, sono state ritrovate in 8 pazienti (47%). Un paziente aveva
incontinenza urinaria, laddove la cataratta era una caratteristica addizionale in un altro.
L’esordio del deterioramento cognitivo era prominente nell’adolescenza precoce in 14 pazienti
(83%) ed era generalmente seguito, in 2-9 mesi, dall’esordio dei disturbi motori. Al test WAIS
quattro pazienti mostravano un QI medio di 70.5 (normale >90). Nella maggior parte dei casi
il profilo cognitivo era caratterizzato da memoria conservata a lungo termine, ma deficitaria a
breve termine, deficit dell’attenzione, labilita emotiva, comportamenti puerili, difficolta di
concentrazione con significative ripercussioni sulle attivita scolastiche e lavorative. Inoltre, la
maggior parte dei pazienti mostravano scarsa consapevolezza della progressione dei propri
deficit motori. Tutto cid correla bene con I’atrofia frontale individuata nelle immagini di
risonanza. Solo due pazienti avevano deficit cognitivi molto gravi prima dei 40 anni. Alcune
manifestazioni psichiatriche, quali ansia, disinibizione sessuale e fobie sono state registrate in
tre pazienti.

Come atteso, la RM mostrava assottigliamento, e probabilmente atrofia progressiva della parte
rostrale del corpo calloso in nove pazienti SPG1 1 linked (53%). In due soggetti era stata
riportata una RM normale 5 anni prima dell’esordio dei sintomi clinici, ma in uno di loro una
pit recente RM mostrava un significativo assottigliamento del corpo calloso con iperintensita
della sostanza bianca periventricolare. I restanti casi non hanno praticato RM encefalo, ma
ognuno presentava un disordine neurologico simile a quello del proprio fratello. Sono stati
inoltre riscontrati atrofia della corteccia frontale in 6 casi (47%) e alterazioni della sostanza
bianca periventricolare in 8 casi (47%) nel gruppo dei pazienti con malattia in fase avanzata.
In un caso ¢ stata osservata atrofia del tronco encefalo e del cervelletto. Non erano interessati i
gangli della base ed il midollo spinale.

E interessante notare che il quadro clinico e 1’eta media all’esordio (16.1%2.2 anni) nelle
famiglie non SPG1I-linked non erano distinguibili da quelli delle famiglie linked con il
cromosoma 15.

Analisi del gene candidato SPG1/ Sono stati analizzati due geni (MAPIA e SEMAG6D)

dall’intervallo candidato definito dal sequenziamento diretto di tutti gli esoni codificanti e
delle sequenze fiancheggianti gli introni di pazienti indice di 5 famiglie con evidenza di
linkage a SPG11 (FSP221 e IT-MP in questo lavoro, IT-OS, IT DKD e IT-PE in Casali et al,

2004). MAPIA codifica per una proteina specifica del sistema nervoso centrale che & coinvolta
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dell’assemblaggio dei microtubuli, tappa essenziale nella neurogenesi e nello sviluppo iniziale
del midollo spinale. SEMA6D codifica per una semaforina transmembrana di classe 6, un
membro di una grossa famiglia di proteine che agiscono da inibitori o chemorepellenti nello
sviluppo, la suddivisione e la direzione degli assoni.

Discussione

Viene qui riportata la pi grossa serie di pazienti con HSP-AR-TCC analizzata finora. La
maggior parte delle famiglie proviene dal bacino del Mediterraneo. Con I’aumentare del
numero delle famiglie diventa chiaro cha tale patologia non ¢ esclusiva della popolazione
giapponese.

Sono inoltre possibili altre considerazioni. La prima ¢ che HSP-AR-TCC ¢ una forma
abbastanza comune di HSP, soprattutto nei paesi dell’area mediterranea, in particolare I'Italia,
dove sono state descritte 25 famiglie, di cui il 30% SPG11 linked. Nel presente studio vengono
riportate 6 nuove famiglie in linkage con il cromosoma 15, portando cosi il numero
complessivo delle famiglie SPG/1 a 27 nel mondo. Le sei famiglie SPG11 rappresentano il
60% delle famiglie con HSP-AR-TCC di quelle in cui ¢ stato possibile lo studio di linkage.

In secondo luogo, il disordine ¢ chiaramente eterogeneo dal punto di vista genetico. Questo
rinforza I’idea che esista almeno un altro locus distinto. In questo studio identifichiamo anche
4 ulteriori famiglie non linked. Tuttavia questa eterogeneita genetica non correla con la
diversita del quadro clinico ed i criteri clinici adottati non consentono di rilevare differenze tra
le famiglie in linkage e quelle non in linkage.

Terza considerazione, con il presente studio viene significativamente ristretto il locus SPG11
ad un intervallo di 6¢M. La nuova regione SPG1 1, che contiene almeno 70 geni, cade
all’interno della regione identificata nelle famiglie giapponesi (Shibasaki et al, 2000). Infine,

sono state escluse mutazioni degli esoni codificanti di due di questi geni, MAPIA e SEMAG6D.
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1.5 Studio neuropsicologico di una casistica di pazienti con HSP molecolarmente
identificata; valutazione delle caratteristiche neuropsicologiche di una famiglia con
mutazione del gene di paraplegina (SPG7).

Premessa

Scopo del presente studio ¢ la valutazione neuropsicologica di una casistica di pazienti con
HSP molecolarmente identificata con i seguenti obiettivi: identificare il tipo di deficit
mediante 1’uso di una batteria neuropsicologica completa; confrontare i deficit eventualmente
presenti tra le diverse forme molecolari. A differenza che negli studi precedentemente
condotti, in cui sono stati per lo piu utilizzati ‘test di screening’, in questo lavoro sono state
utilizzate sia una batteria standard per la valutazione delle abilita intellettive generali (WAIS-
R), sia prove neuropsicologiche specifiche per la valutazione delle abilitd di memoria, del
pensiero visuo-spaziale, del controllo e dela programmazione cognitiva.

Materiali e metodi

Soggetti

Sono stati selezionati 16 pazienti HSP affetti da SPG4, 3A, 5, 7 (11 M, 5 F, eta media 43.87 +
15.55, scolarita media 10.3 £ 3.6) afferenti agli ambulatori per le atassie e le paraparesi
spastiche delle Universita Federico II di Napoli e La Sapienza di Roma (tabella 9). Le
caratteristiche cliniche dei pazienti SPG7 sono mostrate piu in dettaglio nella tabella 10.
Come gruppo di controllo sono stati valutati 15 soggetti (5 M, 10 F, eta media 41.06 + 12.93,
scolarita media 10 * 4.3) reclutati tra i familiari dei pazienti e tra i residenti della provincia di
Napoli di eta e scolarita paragonabile al gruppo sperimentale.

Test Neuropsicologici

Tutti i pazienti e i soggetti di controllo, dopo aver fornito il loro consenso informato per
partecipare allo studio, sono stati sottoposti alle seguenti prove:

Test per la memoria a breve termine:

- Test di Corsi (span spaziale): consiste in una prova di memoria seriale a breve termine di
posizioni spaziali. Il punteggio equivale al numero di posizioni spaziali che il soggetto ¢ in
grado di riprodurre almeno due volte nella sequenza indicata dall’esaminatore (Spinnler e

Tognoni, 1987);
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- Test di ripetizione seriale di parole bisillabiche (span verbale): tale test misura la capacita
della memoria a breve termine verbale. Il punteggio ¢ dato dalla serie di parole piu lunga
ripetuta correttamente (Spinnler e Tognoni, 1987).

Test per la memoria a lungo termine verbale:

- Test di memoria di prosa: valuta le abilita di rievocazione di un testo il cui punteggio
valorizza il procedimento di estrazione dei significati principali. Viene eseguito in due
condizioni: nella prima ¢ richiesta la rievocazione immediata del testo; nella seconda, la
rievocazione ¢ preceduta da un intervallo di 10 minuti durante i quali il soggetto ¢ impegnato
in compiti non verbali. I punteggio ¢ dato dalla somma degli elementi rievocati nelle due
condizioni e puo variare da 0 a 16 (Spinnler e Tognoni, 1987).

- Test delle 15 parole di Rey: consiste in una prova di apprendimento e rievocazione di una
lista di parole. Tale lista viene presentata per 5 volte e dopo ogni presentazione il soggetto
deve richiamare tutte le parole che ricorda. Il punteggio di rievocazione immediata ¢ dato dalla
somma delle parole richiamate (punteggio massimo=75). Dopo 10 minuti, durante i quali
vengono somministrati compiti visuospaziali, il soggetto deve richiamare di nuovo tutte le
parole che ricorda (punteggio di rievocazione differita; punteggio max=15; Caltagirone et al,
1995).

Test per le abilita costruttive:

- Test di aprassia costruttiva: misura le abilita di disegno mediante la copia di 7 figure
geometriche di complessita crescente; viene attribuito un punteggio da 0 a 2 in base
all’accuratezza della riproduzione del soggetto (max=14) (Spinnler e Tognoni, 1987);

- Test della figura complessa di Rey: prevede un compito di copia immediata e uno di
richiamo differito e permette di valutare sia le abilita costruttive che la memoria spaziale.
Viene attribuito un punteggio che varia da 0 a 2 in base all’accuratezza ad ogni elemento
riprodotto (max=36). E inoltre possibile valutare le strategie che il soggetto adotta
nell’eseguire il compito di copia. Sono state classificate 7 tipologie (Rey, 1942; Osterreith,
1944, Caffarra et al, 2002):

Tipo I: iniziando dal rettangolo centrale, si disegnano poi tutti gli altri elementi della figura.
Tipo II: a partire da uno dei dettagli esterni si prosegue con il rettangolo centrale e poi con il

resto della figura.
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Tipo III: si traccia prima il contorno generale, senza differenziare il rettangolo centrale, e poi
lo si riempie con gli elementi interni.

Tipo IV: si disegnano uno alla volta i singoli dettagli, procedendo per contiguita, senza un
evidente piano di esecuzione.

Tipo V: si disegnano pochi dettagli corretti su uno sfondo confuso.

Tipo VI: si disegna una figura familiare che vagamente assomiglia al modello.

Tipo VII: si disegna uno scarabocchio.

Test di intelligenza generale :

- Matrici progressive di Raven 1947: valuta le abilita logiche e astrattive del soggetto con
materiale visuo-spaziale. Il compito consiste nel completare una figura individuando la parte
mancante tra 6 alternative (punteggio massimo=36) (Raven, 1982; Caltagirone et al, 1995);

- Test dei Giudizi verbali: permette di valutare le capacita critiche e di giudizio del soggetto.
Consiste in 4 subtest: identificazione di differenze in coppie di parole, spiegazione di proverbi,
identificazione di assurdita in frasi semplici e categorizzazione di elementi semplici
(punteggio massimo=60) (Spinnler e Tognoni, 1987).

- WAIS-R: tale batteria di test indaga le abilita intellettive generali del soggetto in modo
complessivo tramite 1’utilizzo di 6 prove verbali e 6 di performance (Wechsler Adult
Intelligence Scale, 1997).

Test per le abilita visuo-spaziali:

- TERADIC: & composta da due sezioni che valutano le abilita percettive e rappresentazionali
A) Abilita percettive: la sezione comprende quattro compiti che valutano le abilita di analisi
visuospaziale. Tali compiti consistono nel riconoscimento di uno stimolo tra quattro
possibilita: lo stimolo viene presentato sul lato sinistro e le quattro possibilita sul lato destro.
Gli item sono presentati uno alla volta e il soggetto deve individuare I’unico item identico allo
stimolo, tra i distrattori, senza limiti di tempo. Ad ogni risposta corretta viene assegnato 1
punto.

1- Giudizio di lunghezza di linee. Questo compito include 20 item; il soggetto deve
identificare, tra le quattro possibilita, la linea con la stessa lunghezza dello stimolo presentato
sul lato sinistro. Gli item sono di complessita crescente, poiché le differenze di lunghezza tra

gli stimoli e i distrattori gradualmente decrescono (punteggio massimo =20).
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2- Giudizio di orientamento di linee. Include 10 item, nella prima meta dei quali la differenza
di orientamento tra stimolo e distrattori ¢ di 30°, mentre nell’altra meta & di 15°. Nei primi 7
items, i distrattori (delle stessa lunghezza degli stimoli) sono presentati in una disposizione
ordinata spazialmente, mentre negli ultimi 3 items i distrattori sono disposti con orientamento
casuale (punteggio massimo=10).

3- Giudizio di ampiezza di angoli. Questo compito include 10 item; il soggetto deve
identificare lo stimolo (un angolo) tra i distrattori che differiscono dallo stesso di ampiezza che
varia dai 15°ai 90° (punteggio massimo = 10).

4- Identificazione di posizione di punti. Gli stimoli (n = 12) consistono in quadrati contenenti
da 1 a 3 punti; i distrattori hanno lo stesso numero di punti ma in una differente configurazione
spaziale (punteggio massimo = 12).

B) Abilita rappresentazionali: questa sezione comprende quattro compiti che richiedono al
soggetto di rappresentarsi mentalmente relazioni spaziali. I primi tre compiti hanno la
configurazione di riconoscimento tra quattro possibilita come i precedenti; ogni risposta
corretta vale 1 punto. L ultimo si presenta in maniera diversa.

5- Rotazioni mentali. I 10 stimoli hanno la forma della lettera maiuscola L (n = 5) o della S (n
= 5), con un piccolo cerchio bianco e nero alle estremita. Il soggetto deve individuare 1’'unico
item che ¢ uguale allo stimolo dopo una rotazione mentale. Prima della prova il soggetto
riceve due esempi pratici con stimoli solidi (punteggio massimo = 10).

6- Identificazione di figure complesse (riconoscimento forme). I 10 stimoli consistono in
forme geometriche senza senso di complessita crescente, non facilmente descrivibili
verbalmente. Anche in questo caso, due prove pratiche sono fornite prima del compito
(punteggio massimo = 10).

7- Identificazione di figure nascoste. I 10 stimoli consistono in configurazioni geometriche
senza senso di complessita crescente. Per ogni stimolo, il riquadro di quattro scelte include
configurazioni geometriche pit complesse, all’interno di una delle quali lo stimolo ¢
perfettamente contenuto. Prima del test vengono eseguite due esempi di prova (punteggio
massimo = 10).

8- Costruzione mentale. I 10 stimoli per il compito di costruzione mentale consistono in
quadrati suddivisi a caso in quattro parti. Le quattro parti di ogni stimolo sono disposte a caso

nel riquadro sulla destra; il soggetto deve prima individuare all’interno dello stimolo due
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componenti richieste dall’esaminatore e poi identificare con quale lato si toccano. Sono poste
due domande per ogni prova; ogni risposta corretta vale 1 punto (punteggio massimo = 20).
Prima del test si fanno due prove pratiche con stimoli solidi. Questo test richiede al soggetto di
ricostruire mentalmente lo stimolo per dare la corretta risposta (Terapia razionale dei disturbi
costruttivi; Angelini e Grossi, 1993).

Test per le funzioni esecutive:

- Trail Making Test: valuta la sensibilita del soggetto agli effetti di interferenza. Consiste in
due prove: nella prima si richiede al soggetto di unire in sequenza dei cerchietti numerati da 1
a 24; nella seconda, quella soggetta a interferenza, i cerchietti contengono numeri o lettere e il
soggetto deve unirli alternando le sequenze dei numeri e delle lettere in maniera ordinata
(Giovagnoli et al, 1996);

- Stroop Test: valuta la capacita di inibire risposte automatiche ben apprese a favore di risposte
nuove esplicitamente richieste durante il compito. Consiste nella denominazione del colore
dell’inchiostro con cui sono scritti nomi di colori (Venneri et al, 1993);

- Test di fluenza verbale semantica: il soggetto deve produrre parole appartenenti ad una
categoria indicata dall’esaminatore (frutta, animali, citta, colori) in un tempo stabilito (2 min.
per categoria). Il punteggio equivale alla media delle parole prodotte nelle quattro prove
(Spinnler e Tognoni, 1987);

- Wisconsin Card Sorting Test (WCST): valuta le abilita del soggetto di individuare e
modificare in tempi successivi i criteri in base ai quali classificare carte contenenti colore,
forma e numero diversi.

Il soggetto deve classificare 128 carte; la difficolta del compito consiste nel fatto che il
soggetto deve dedurre il criterio giusto da adoperare senza indicazioni esplicite
dell’esaminatore.

Il test rileva I’integrita delle funzioni esecutive attraverso diversi indici:

- Punteggio Globale: permette una valutazione generale della prestazione e corrisponde al
numero di carte utilizzate dal soggetto per completare la prova. Quanto piu ¢ basso il numero
di carte adoperate, e quindi il punteggio globale, tanto migliore ¢ la performance (punteggio

minimo=0; massimo=128).
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- Punteggi Perseverativi: quantifica il comportamento perseverativo. Rileva cioe, la rigidita del
soggetto a modificare strategie precedentemente utilizzate e ad elaborarne nuove a seconda
delle richieste del compito.

- Punteggio Non-Perseverativo: quantifica gli errori non dovuti a tendenze perseverative.
Evidenziano la mancanza di strategie nella ricerca del criterio.

- Fallimento a mantenere la serie: avviene quando un errore segue una serie di risposte corrette
di almeno 4 carte. Indica la difficolta nel mantenere la stessa strategia per tutta la serie ed &
causato da distrazioni del soggetto durante I’esecuzione del compito (Laiacona et al, 2000).
Risultati

Confronto tra pazienti e gruppo di controllo

Batteria generale e WAISS-R

I pazienti hanno ottenuto un punteggio QI Verbale medio di 90.4+16.47, un QI di performance
di 93.1+15.8 ed un QI totale di 90.6+16.7.

I punteggi medi dei pazienti e del gruppo di controllo sono riportati nella tabella 11. Il
confronto statistico tra i due gruppi effettuato sulle singole variabili non ha evidenziato
differenze significative.

Test per le funzioni esecutive

In tabella 12 sono riportati i punteggi medi dei pazienti e del gruppo di controllo alle prove per
le funzioni esecutive. Il confronto statistico (ANOVA) tra i due gruppi ha evidenziato una
differenza significativa nel punteggio globale al WCST (F=5,345; p=,028), mentre il
punteggio relativo ai fallimenti nel mantenere la serie al WCST risulta ai limiti della
significativita (F=3,902; p=,058).

Piu in particolare, entrambi i pazienti SPG7 (tabella 10) mostrano performance basse nei test
esecutivi. Il Paziente DV presenta punteggi deficitari al test di Stroop e punteggi ai limiti
inferiori al WCST e alla prova di fluenza verbale; il paziente DM presenta punteggi deficitari
al WCST e punteggi ai limiti inferiori al test di Stroop.

Test per le abilita visuospaziali

In tabella 13 sono riportati 1 punteggi medi dei pazienti e del gruppo di controllo alle 8 prove
della Teradic. Il confronto statistico tra i due gruppi non ha evidenziato nessuna differenza
significativa.

Confronto tra gruppi (SPG4 vs. le altre forme di HSP)
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Allo scopo di valutare le differenze tra la forma SPG4 e le altre forme di HSP, sono stati
confrontati i punteggi medi dei due gruppi a tutti i test effettuati (tabella 14). Il confronto
statistico tra i due gruppi non ha evidenziato differenze significative. Va sottolineato tuttavia
che la numerosita dei due gruppi ¢ diversa e cio puo aver inciso sull’analisi.

Correlazione tra funzioni cognitive e variabili legate alla malattia

E stata ricercata un’eventuale correlazione (r di Pearson) tra i punteggi ai test neuropsicologici
e le variabili legate alla malattia: eta d’esordio, durata di malattia e gravita del deficit motorio.
E’ emersa una correlazione significativa tra le abilita costruttive complesse (Figura di Rey) e
gli anni di malattia (tabella 15).

Risultato valutazioni supplementari

La SPET cerebrale con Tc99 ha mostrato ipoperfusione dei lobi frontali in entrambi i pazienti
SPG7.

Conclusioni

Fin dalle prime descrizioni delle HSP sono stati riportati casi in cui le funzioni cognitive
risultavano variamente compromesse. Nonostante la distinzione clinica tra forme pure e
complicate, emerge dalla letteratura che anche nelle forme definite pure possa esserci un
coinvolgimento delle funzioni cognitive, sotto forma di perdita delle capacita gia acquisite. A
partire da queste osservazioni ¢ stato condotto questo studio. Sono stati analizzati pazienti
affetti da diverse forme di HSP utilizzando un’ampia batteria di test neuropsicologici. Tali
pazienti sono stati confrontati con un gruppo di soggetti provenienti dallo stesso ambiente
socio-culturale per annullare il peso che le variabili ambientali esercitano sulla condizione
patologica.

Il primo dato evidente ¢ che il gruppo da noi studiato non differisce in maniera significativa
dal gruppo di controllo ad eccezione di una minore efficienza delle funzioni esecutive. L’unico
test infatti in cui le prestazioni dei pazienti risultano peggiori dei controlli ¢ il Wisconsin Card
Sorting Test, in particolare nel punteggio globale. Cio evidenzia una scarsa capacita nella
scelta delle strategie adeguate nella risoluzione di problemi e nel ragionamento astratto in
generale. Risulta poi una correlazione tra gli anni di malattia e le funzioni costruttive
complesse. Sembrerebbe quindi che tali pazienti, sulla base di una debole efficacia delle
funzioni frontali, possano sviluppare nel corso del processo patologico una difficolta nel

pianificare ed eseguire un compito complesso. Tali caratteristiche risultano comuni a tutte le
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forme di SPG da noi osservate. Non emergono infatti differenze significative tra la forma
SPG4, la piti comune, e le altre. Cid indica che non ¢ stato possibile delineare un profilo
specifico della forma SPG4, sebbene negli studi precedenti siano state rilevate forme di
demenza di natura differente legate a questa mutazione.

Noi non abbiamo rilevato casi di demenza sebbene vada sottolineato che 1’eta media del nostro
gruppo era di 43 anni, eta in cui difficilmente ¢ possibile riscontrare segni di demenza. Ci
riproponiamo infatti di eseguire uno studio longitudinale al fine di osservare 1’evoluzione delle
funzioni cognitive di tali pazienti. Seguire infatti la storia naturale della patologia permette di
delineare un quadro chiaro del coinvolgimento delle funzioni cognitive.

Per quanto riguarda invece i due fratelli con HSP da mutazione di SPG7, i deficit esecutivi
rilevati in entrambi non erano sono stati finora riportati in associazione con questa forma. Le
mutazioni di questo gene sono associate con una forma di HSP autosomica recessiva, che si
presenta sia con fenotipo puro che complicato. SPG7 ¢ una forma rara di HSP ed ¢ stata
descritta in 8 famiglie. Quando si presenta in forma complicata pud essere associata a segni
cerebellari o ad atrofia cerebellare.

Il Paziente DV presenta punteggi deficitari al test di Stroop e punteggi ai limiti inferiori al
WCST e alla prova di fluenza verbale; il paziente DM presenta punteggi deficitari al WCST e
punteggi ai limiti inferiori al test di Stroop; i rimanenti test neuropsicologici, compresi WAIS
erano nel range normale, o ai limiti inferiori. La SPET cerebrale con Tc99 mostrava
ipoperfusione cerebrale in entrambi.

Questi risultati sono a favore di una disfunzione esecutiva nei nostri pazienti SPG7. Anche ad
una valutazione neuropsicologica non formale una certa difficolta nella modulazione del
comportamento e nello stile di personalita era gia evidente in entrambi: infatti i due fratelli
presentavano comportamenti ripetitivi e tratti ossessivi. Inoltre i due pazienti presentano
alcune caratteristiche ‘complicate’: ipoacusia ed ipogonadismo in entrambi, malformazione
cardiaca nel paziente DV e distonia focale (crampo dello scrivano) nel paziente DM; nel
paziente DM era anche presente atrofia cerebellare alla RM dell’encefalo. Anche se la
mutazione descritta nei due pazienti, una delezione di 2bp (784del2) che causa un frameshift
con I’abolizione di circa il 60% della proteina, non ¢ stata riportata in altre famiglie (Casari et
al, 1998; De Michele et al, 1999; Elleuch et al, 2006), ¢ possibile che sia associata con un

fenotipo complicato della malattia, che include deficit neuropsicologici. Le rimanenti 10
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mutazioni descritte in 8 famiglie (presenti sia allo stato omozigote, che in doppia eterozigosi)
riportate finora possono essere presenti in associazione con un fenotipo complicato di HSP,
ma non con problemi cognitivi.

La presenza di disfunzione esecutiva/frontale anche in pazienti con altre forme di HSP nel
presente studio e nella letteratura relativa alla forme SPG4 suggerisce che in aggiunta al danno
dei tratti corticospinali le mutazioni delle HSP potrebbero causare lesioni in strutture corticali

o sottocorticali che porterebbero ad una sindrome disesecutiva.
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2. Sindrome di tremore ed atassia associati all’X-fragile: screening di una serie di
pazienti con atassia idiopatica ad esordio tardivo per premutazione del gene FMRI1
Introduzione

L’espansione di triplette trinucleotidiche CGG (>200) nella regione 5’ non tradotta del gene
FMR]I ¢& la causa piu frequente di ritardo mentale ereditario (Hagerman et al, 2002). Come
risultato dell’espansione le ripetizioni CGG e la circostante regione del promotore del gene
FMR]1 sono metilate, con inibizione della trascrizione di FMRI e conseguente assenza della
proteina, FMRP. Sebbene il numero di CGG nella popolazione sia altamente variabile (6-54),
la maggioranza degli alleli ha 29-30 ripetizioni che sono stabili nella trasmissione
intergenerazionale e sono usualmente interrotte da 2 triplette AGG, sebbene siano stati
osservati casi di 3 o 4 interruzioni. Le femmine carrier e i maschi trasmettitori hanno
espansioni tra 50 e 200 ripetizioni (alleli premutati). Le ripetizioni normali e premutate sono
non metilate nei maschi e soggette a lyonizzazione nelle femmine. Le premutazioni sono
instabili nelle meiosi femminili; il rischio di espansione ad un allele pienamente espanso &
funzione, in parte, della lunghezza della premutazione. Tuttavia, una certa instabilita si
verifica anche per le ripetizioni pill piccole in una misura che dipende sia dalle dimensioni
dell’espansione in sé che dal numero di interruzioni AGG all’interno del tratto CGG (Zhong et
al, 1995; Crawford et, al 2000; Nolin et al, 2003). Le triplette AGG apparentemente hanno un
ruolo stabilizzante prevenendo eventi di ‘scivolamento’ nella replicazione; infatti la perdita o
la mancanza del tratto piu distale delle interruzioni AGG ¢ un importante fattore
dell’instabilita dell’espansione CGG.

La possibilita di un coinvolgimento clinico dei carrier della premutazione era stata esclusa dal
momento che le madri di bambini con sindrome X-fragile erano intellettivamente normali
(Reiss et al, 1993; Bennetto et al, 2001). Tuttavia nell’ultima decade un certo numero di studi
hanno documentato il fatto che un sottogruppo di femmine carrier puo avere lievi
caratteristiche fisiche della sindrome X-fragile, come le orecchie prominenti o la lassita
articolare (Riddle et al, 1998; Hagerman et al, 2002b). In aggiunta, alcune carriers hanno
problemi emotivi, come ansia, pensieri ossessivi, schizotimia, e/o depressione; tali problemi si
verificano piu facilmente nelle donne carrier con >100 CGG (Loesch et al, 1994; Francke et al,

1998; Sobesky 1996; Hagerman et al, 2002b).
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Un disturbo esclusivo della premutazione di FMRI ¢ I’insufficienza ovarica precoce
(Premature Ovarian Failure), una forma di menopausa al di sotto dei 40 anni, che si riscontra
in circa il 20% delle femmine portatrici della premutazione (Allingham-Hawkins et al, 1999;
Marozzi et al, 2000).

Un secondo tipo di coinvolgimento clinico, recentemente identificato nei maschi anziani
portatori della premutazione (Hagerman et, al 2001), consiste in tremore intenzionale
progressivo, atassia, parkinsonismo e disfunzione autonomica ed ¢ stato denominato
‘sindrome di tremore e atassia associati all’X-fragile’ (fragile-X associated tremor/ataxia
sindrome, FXTAS) (Berry-Kravis et al, 2003; Jacquemont et al, 2004; Leehey et al, 2003;
Hagerman e Hagerman, 2004). Possibili caratteristiche associate sono neuropatia periferica
con riduzione distale della sensibilita profonda, e deficit cognitivi con coinvolgimento della
memoria e delle capacita esecutive. La pill tipica caratteristica neuroradiologica consiste in
iperintensita simmetrica nelle sequenze T2 dei peduncoli cerebellari medi alla RM encefalo
(Brunberg et al, 2002). Nei reperti autoptici di maschi anziani con FXTAS sono state
identificate inclusioni intranucleari eosinofile nei neuroni e negli astrociti diffuse nel cervello
(Greco et al 2002). Anche in un piccolo numero di donne si puo sviluppare la sindrome con le
caratteristiche inclusioni alle indagini autoptiche in un caso (Hagerman et al, 2004b).

Per quanto riguarda la patogenesi della sindrome, nel modello murino della patologia & stato
riscontrato un aumento dei livelli di m-RNA (Bonteokoe et al, 2001). Anche nei pazienti
FXTAS ¢ stato proposto un ruolo dell’m-RNA nella formazione delle inclusioni; potrebbe
trattarsi di una ‘toxic gain of function’ da parte dell’'m-RNA (Hagerman et al, 2002; Greco et
al, 2002). Tale meccanismo & stato proposto per varie atassie da triplette espanse, come SCAS,
SCA10 e SCA12 e per due forme geneticamente determinate di distrofia miotonica (Ranum
and Day, 2002). I tratti espansi CGG nell’m-RNA potrebbero attrarre grosse quantita di
proteine leganti CGG, con un conseguente effetto cumulativo citotossico che indurrebbe alla
formazione di inclusioni intranucleari e alla fine alla morte cellulare (Muller-Hartmann et al,
2000; Rosser et al, 2002). La presenza di componenti del pathway ubiquitina-proteasoma e di
chaperoni molecolari € comune ad altre atassie ereditarie ed altri disordini da triplette, quali
malattia di Huntington (Davis et al, 1997; Petersen et al, 2001), SCA1 (Koyano et al, 2002),
SCA3 (Schmidt et al, 2002), SCA7 (Takahashi et al, 2002) e OPMD (Calado et al, 2000).
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Pertanto ¢ stato proposto un modello molecolare per la neuropatologia in FXTAS (Oostra and
Willemsen 2003). 1. la lunga ripetizione CGG nel trascritto FMR1 impedisce la migrazione
della subunita ribosomiale 40, con conseguente alterata traduzione; la cellula nervosa produce
pertanto bassi livelli di FMRP. 2. in risposta ai bassi livelli di FMRP per un meccanismo di
feedback non identificato si ha un aumento della trascrizione del gene FMRI, con conseguente
aumento dei livelli di m-RNA di FMRI. 4. la cellula nervosa tenta di eliminare le eccessive
quantita di trascritti FMR1 utilizzando chaperoni molecolari e componenti del pathway
ubiquitina-proteasoma. Se livelli elevati di trascritto FRMRI resistono si formeranno
inclusioni intranucleari, con conseguente neurodegenerazione. Recentemente & stato
dimostrato un ruolo delle sequenze di interruzione AGG nella stabilizzazione del tratto CGG
(Napierala et al 2005). Questo ruolo potrebbe essere particolarmente importante nel
determinare il fenotipo dei carrier delle premutazioni piu corte e degli alleli normali lunghi.
Infatti potrebbe essere che trascritti FMRI normali nel range alto che portano solo CGG
producano un fenotipo tipo premutazione di FMRI, dal momento che strutture a forcina molto
stabili potrebbero influenzare i livelli di RNA. Viceversa individui con la premutazione, ma
con interruzioni stabilizzanti AGG potrebbero essere asintomatici. E notevole che espansioni
FMRI nella zona intermedia e normale-alta siano state riportate in associazione con POF;
inoltre ¢ stato dimostrato che gli alleli intermedi ritrovati nelle pazienti POF erano composti
solo da CGG senza interruzioni AGG (Bretherick et al, 2005; Bodega et al, 2005).

Le caratteristiche cliniche di FXTAS si sovrappongono in parte a quelle delle atassie
cerebellari idiopatiche ad esordio tardivo (ILOCA), termine utilizzato per la prima volta da
Harding ad indicare tutti i casi di atassia cerebellare ad esordio tardivo di origine ignota. La
diagnosi di ILOCA dipende dall’esclusione di degenerazioni cerebellari genetiche e acquisite.
L’esordio ¢ generalmente nella quinta- sesta decade nella maggior parte dei pazienti, ma pud
variare dalla terza alla nona. L’atassia della marcia ¢ il sintomo d’esordio piu frequente. 11
disturbo della coordinazione degli arti & quasi costante e la disartria € molto frequente. I
riflessi profondi possono essere normali, vivaci o ridotti e il riflesso achilleo € assente in un
terzo dei pazienti. Il segno di Babinski ¢ presente in un terzo dei pazienti. La sensibilita
profonda ¢ frequentemente alterata. Alcuni pazienti hanno tremore intenzionale o posturale,
nistagmo, disfagia, alterazioni cognitive, disturbi sfinterici. La malattia ¢ progressiva e I’abilita

a camminare in maniera autonoma ¢ persa dopo circa 11.1 anni dall’esordio. Puo essere
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difficile la diagnosi differenziale tra ILOCA e atrofia multisistemica (MSA), in particolare
nella forma cerebellare (C ), soprattutto nelle fasi iniziali della malattia. Quest’ultima ¢
caratterizzata da una combinazione di segni cerebellari, piramidali, extrapiramidali e
disautonomici. La diagnosi di MSA viene attualmente posta secondo i criteri di Gilman
(tabella 16). MSA viene ritenuta possibile quando i pazienti hanno, accanto al criterio della
disfunzione cerebellare, due ulteriori caratteristiche da due domini separati, come ipotensione
ortostatica, rigidita o risposta plantare estensoria. Per la diagnosi di probabile MSA-C i
pazienti devono avere il criterio della disfunzione autonomica in aggiunta all’atassia
cerebellare. La disfunzione autonomica ¢ definita da un calo della pressione ortostatica di
almeno 30 mmHg o dall’incontinenza urinaria. La progressione di MSA ¢ piu rapida, con un
tempo medio per la perdita della deambulazione autonoma di 4.7 anni. Approssimativamente
un quarto dei pazienti con ILOCA evolve verso MSA in 5 anni. Il tempo di sopravvivenza
stimato dalla transizione ¢ 3.5 anni. La RM dei pazienti ILOCA mostra quasi costante atrofia
cerebellare emisferica e vermiana, associata con atrofia del tronco encefalico e cerebrale in
circa la meta dei pazienti. La RM puo essere utile per diagnosticare MSA, in cui tipicamente &
presente atrofia cerebellare e del tronco encefalico ed anomalie di segnale nei gangli della base
e nel tronco encefalo (ipersegnale in T2 delle fibre pontine traverse e del rafe mediano), ma
tali alterazioni possono verificarsi tardivamente nel corso della malattia.

Sulla base della parziale sovrapposizione delle caratteristiche cliniche di FXTAS con altre
patologie neurodegenerative sono stati condotti alcuni studi basati sulla ricerca delle
premutazione del gene FMRI in popolazioni di pazienti con patologie neurodegenerative.

In gruppi di pazienti maschi con atassia spinocerebellare sono state ritrovate le seguenti
proporzioni di portatori di premutazione: tre di 59 pazienti (5%) (Macpherson et al, 2003),
cinque di 122 pazienti (4.1%) (Van Esch et al, 2005), e sei di 275 pazienti (2.2%) (Brussino et
al, 2005), laddove un quarto studio non ha identificato nessun portatore di premutazione in un
gruppo di 269 maschi e 241 femmine. In contrasto non sono stati identificate premutazioni in
altri studi: uno screening di 81 pazienti con tremore essenziale (Garcia Arocena et al, 2004);
un gruppo di 167 pazienti con tremore essenziale, atassia sporadica, MSA e parkinsonismo
atipico; 414 pazienti con parkinsonismo. Per quanto riguarda ’'MSA due studi non hanno
identificato premutazioni di FMRI tra 77 (36M, 41F) (Yabe et al, 2004) e 65 (40M, 25F)
pazienti (Garland et al, 2004); in un gruppo di 426 pazienti con MSA diagnosticata

34



clinicamente, nel sottogruppo MSA-C (76) sono stati individuati 3 portatori di premutazione
(3.95%); nel sottogruppo di pazienti con diagnosi confermata patologicamente non sono state
individuate premutazioni (Kamm et al, 2005).

Scopo dello studio € la ricerca di premutazione in un gruppo di pazienti con atassia sporadica
ad esordio adulto, confrontati con un gruppo di soggetti sani appaiati per eta e sesso.

Pazienti e metodi

Una serie di 82 pazienti (44M+38F) con atassia sporadica ad esordio adulto ¢ stata sottoposta a
screening per la premutazione nel gene FMRI. L’eta all’esordio dei pazienti variava da 25 a
77 anni (media + DS, 50.6£11.9); I’eta al momento dell’ultima visita era compresa tra 36 e 79
(media + DS, 60.3+13.2). I criteri di inclusione per lo studio sono stati: esordio>25 anni, storia
familiare negativa, possibile associazione di segni piramidali ed extrapiramidali, neuropatia
periferica, deficit cognitivi, esclusione di cause note di atassia cerebellare. Nei pazienti
sottoposti al test non sono state ritrovate espansioni patologiche in FRDA e SCAI, 2, 6.1
risultati della RM encefalo erano disponibili per tutti i pazienti. Il data-set era incompleto per
29 pazienti. Secondo i criteri strabiliti da Gilman et al nel 1998 per la diagnosi di atrofia
multisistemica (MSA), 16 pazienti avevano una diagnosi di MSA: possibile (PS) in 5 (2M+3F)
e probabile (PR) in 11 (3M+8F). In 37 pazienti (23M+14F) la diagnosi era di atassia
cerebellare idiopatica ad esordio tardivo (ILOCA).

L’ attribuzione dei segni piramidali, extrapiramidali e del coinvolgimento autonomico ¢ stata
effettuata secondo i gia citati criteri di Gilman.

Le caratteristiche cliniche e radiologiche sono riassunte nella tabella 17.

Le immagini di RM sono state ottenute con strumenti diversi (0.5, 1.5 T). Un neuroradiologo
esperto ha valutato le immagini per la presenza di atrofia cerebellare (A), atrofia del tronco
encefalo (B), ‘segno della croce’ (H), iperintensita putaminale (Pu), o loro combinazione. Gli
studi SPECT sono stati eseguiti usando una ‘dual-headed camera’ (E.CAM; Siemens Medical
System, Hoffmann Estates, IL), dopo iniezione di ['*I|FP-CIT. La SPECT & stata eseguita in
15 pazienti, 9 MSA e 6 ILOCA.

Un gruppo di controllo di 70 individui di eta paragonabile ai pazienti ¢ stato sottoposto alla

ricerca di premutazione in FMRI.
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Risultati

In nessun paziente, né in alcun controllo ¢ stata riscontrata la premutazione di FMRI. Non
sono state inoltre riscontrati, in entrambi i gruppi, alleli nel range della ‘zona grigia’, né
differenza significative tra i due gruppi nel numero di alleli ‘normali alti’, né, nell’ambito dei
pazienti, differenze nel numero di alleli ‘normali alti’ tra ILOCA e MSA.

Per quanto riguarda i risultati della RM encefalo, nel gruppo ILOCA, ‘B’ (atrofia del tronco
encefalo) era presente in 4 pazienti come ‘AB’ (atrofia cerebellare + atrofia del tronco
encefalo) e in 5 come ‘ABH’ (atrofia cerebellare + atrofia del tronco encefalo + ‘segno della
croce’): nel gruppo MSA-PR ‘B’ (atrofia del tronco encefalo) era presente in 2 pazienti come
‘ABH’ (atrofia cerebellare + atrofia del tronco encefalo + ‘segno della croce’), in 1 come
‘ABPu’ (atrofia cerebellare + atrofia del tronco encefalo + iperintensita putaminale) e in un
altro come ‘AB’ (atrofia cerebellare + atrofia del tronco encefalo); nel gruppo MSA-PS ‘B’
(atrofia del tronco encefalo) era presente in associazione con ‘AH’ (atrofia cerebellare +
‘segno della croce’) in entrambi i pazienti.

Discussione

Fin dall’identificazione della sindrome FXTAS vari studi sono stati condotti per la ricerca di
premutazione in popolazioni di pazienti atassici, con prevalenze riportate dallo 0.6 al 5.1%. La
sindrome FXTAS ¢ stata pertanto ritenuta una causa genetica frequente di atassia cerebellare
sporadica ad esordio tardivo. Al contrario, in pazienti con diagnosi di MSA in cui vengano
applicati in maniera stringente i criteri diagnostici di Gilman o in cui la diagnosi sia stata
retrospettivamente confermata da studi autoptici, non pare frequente la presenza della
premutazione.

In questo studio viene riportata 1’assenza della premutazione in una casistica di pazienti con
atassia cerebellare sporadica ad esordio adulto, in una parte dei quali ¢ stata posta diagnosi di
MSA possibile e probabile mediante 1’adozione dei gia citati criteri di Gilman.

E notevole che nonostante le prevalenze riportate in altri studi, nessuno dei pazienti sia
risultato positivo allo screening, nemmeno nel gruppo degli ILOCA. In base a precedenti studi
sono stati stilati dei ‘gruppi fenotipici’ raccomandati per il test genetico di FMRI(1.Atassia
cerebellare in uomini con eta uguale o superiore ai 50 anni; 2. tremore d’azione,

parkinsonismo, demenza in uomini di eta superiore ai 50 anni con uno dei seguenti: a) una
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storia familiare di ritardo dello sviluppo, autismo, ritardo mentale o disfunzione ovarica
precoce; b) iperintensita del peduncolo cerebellare medio alla RM encefalo; Hall et al,
Neurology, 2005).

Il gruppo di pazienti in oggetto rispecchia le caratteristiche cliniche richieste, tuttavia in
nessuno dei pazienti ¢ presente una storia familiare riconducibile alla sindrome dell’ X-fragile,
né la caratteristica di RM dell’iperintensita dei peduncoli cerebellari medi.

Pertanto ¢ possibile concludere che la premutazione di FMRI non ¢ una causa comune di
atassia sporadica ad esordio adulto nella nostra popolazione e che non & indicato praticare di

routine la ricerca della premutazione stessa.
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Tabella 1. Paraparesi spastiche autosomiche dominanti: classificazione genetica

Gene Loc. Cr. N° famiglie Fenotipo Esordio Segni aggiuntivi
SPG3A/atlastina 14q11-g21 Comune Puro 1-2° decade neuropatia
SPG4/spastina 2p22-p21 >50 mutazioni Puro 3-5 decade Deficit cognitivi
descritte (40%)
SPG6/NIPA1 15q11.1 Alcune famiglie di Puro 12-35 anni Disturbi vescicali
origine irlandese e
irachena
SPGS 8q23-q24 2 famiglie, nord- Puro 22-60 anni Disturbi vescicali
americana e inglese
SPG9 10923.3-q24.2 Alcune famiglie Complicato Infanzia-4° decade Cataratta, reflusso
italiane e inglesi gastro-esofageo,
amiotrofia degli arti
SPGI0/KIF5A 12q13 1 famiglia Pura 8-40 anni Segni cerebellari
SPGI2 19q13 2 Pura 7 anni Rari segni cerebellari
SPGI3/HSPD1 2q24-q34 1 famiglia francese Pura 17-68 Rari disturbi vescicali
SPGI17/BSCL2 seipina | 11q13 >10 famiglie Complicato 2-40 anni Amiotrofia mani e
piedi
SPG19 9 q33-q34 1 famiglia italiana Puro 36-55 anni Disturbi vescicali
(100%)
SPG29 1p31.1-21.1 1 famiglia scozzese Puro/complicato 2-3° decade Disturbi vescicali;
ernia paraesofagea
SPG31/REEP31 2ql12 6 famiglie europee Puro Da 3 anni alla sesta -
decade
SPG33/ZFYVE27 10g24.2 1 famiglia tedesca Pura Adulto -
SPGI2q Cr.12q 1 Complicata 30 anni amiotrofia




Tabella 2. Paraparesi spastiche autosomiche recessive: classificazione genetica

Gene Loc. Cr. N° famiglie Fenotipo Esordio Segni aggiuntivi

SPG5 8ql12 12 Puro/complicato 1-40 -

SPG7/paraplegina 16q24.3 7 Puro/complicato 11-42 Piede cavo, atrofia ottica,
segni cerebellari, dist.
sfinterici, disfagia

SPGI11 15q13-q15 23 Complicato 1-50 Ritardo mentale, piede
cavo, TCC

SPG14 3927-928 1 Complicato 30 Piede cavo, ritardo
mentale, agnosia visiva,
deficit mnesici

SPGI5 14q22-q24 2 Complicato 13-23 Deterioramento mentale,
maculopatia pigmentaria,
TCC e atrofia del tronco
enecefalico

SPG20/spartina 13g-12.3 n.a. (frequente nella Complicato Infanzia precoce Ritardo mentale, bassa

popolazione Amish) statura

SPG2I1/maspardina 15921-q22 1 (nella popolazione Complicato 20-40 Sindrome extrapiramidale,

Amish) demenza, TCC,
iperintensita della sostanza
bianca periventricolare,
distonia, corea, amiotrofia
delle mani

SPG23 1q24-q32 1 Complicato Infanzia precoce Anomalie della
pigmentazione delle cute e
dei capelli, dimorfismi
facciali e schel., tremore
posturale, alterazioni
cognitive

SPG24 13q14 1 Puro 1 -

SPG25 6q23-q24.1 1 Complicato 30-46 Ernie discali multiple,
cataratta bilaterale,
glaucoma congenito

SPG26 12p11.1-12q14 1 Complicato 22-42 Labilita emotiva, tremore
linguale, lievi deficit
cognitivi

SPG27 10g22.1-q24.1 2 Puro/complicato 2-45 Ritardo mentale,
microcefalia, dismorfismi
facciali, blefarofimosi

SPG28 14921.3-q22.3 1 Puro 6-15 -

SPG30 2q37.3 1 Complicato 12-21 Neuropatia periferica,

atassia




Tabella 3. Paraparesi spastiche autosomiche dominanti: revisione della casistica

Famiglia Locus/ Neaffetti | Esordio Altri segni e sintomi EMG- PESS VEP MEP | BAEP RM-E RM- ALTRO
gene VCM- M
VCS

Am 3 8,8,8 - N N N N N N N -

Ar 2 7,20 Amiotrofia arti P NP NP P NP NP NP Piede
piatto

Av SPG9 4 5,5,57 Cataratta, retinopatia, RGE, | P P NP P P N NP

cardiopatia

Bu 3 20, 26,54 | - P N N P N N N Piede cavo
e scoliosi

Ca 1 10 - N N N P NP N N Scoliosi,
dita a
martello

Cu 1 58 Ipotrofia AAIIL dist. sfint. P P NP P NP N N Piede cavo

Dab 2 58,25,50 | - P N NP NP NP N NP

Del 3 20,10, 11 | - P N N P N N NP

Fa SPG17? 3 5,4,5 Amiotrofia distale P N N P N N N Piede
cavo,
scoliosi

Fe SPG3A 4 3,7,3 Neuropatia periferica P N N P NP N N -

Gag 3 44, 38, 38 | Oligofrenia N N Np Np NP N N -

Gam 3 29,21, 14 | - N N NP P NP N N Piede cavo

Gat 1 37 - N N N P N Atrofia N -

cerebellare

Gir 2 19, 38 - N N N - N N N Scoliosi,
piede cavo

Gr 2 18 - NP N N P N N N Piede
cavo,
scoliosi

La SPG4 2 51,50 - N N N P - N N scoliosi

Mac SPG4 1 46 - N N N P N N N Piede cavo

Mar 3 12,6, 12 - P NP NP NP NP NP NP piede cavo

Mas 2 40, 8 - N NP NP NP NP NP NP -

PelC SPG4 1 54 - N N N P NP N N -

PelS SPG4 1 30 - N N NP P NP N N Scoliosi,
piede cavo

Ric 10 Inf-30 a - NeP N N NeP N N N Piede cavo

Ro SPG4 2 30, 15 N N P N N N N -

Sp 2 20, 12 Segni frontali N P P P P N NP Piede cavo

Va 5 39, 40, - N N P P N SB Atrofia | Piede cavo

46, 18, 48
To 3 14,3,2 Ritardo mentale, amiotrofia | N N N P N SB N Piede cavo

N= normale; NP= non praticato; SB= alterazioni della sostanza bianca sottocorticale; EMG-VCM-VCS= elettromiografia, studio delle velocita di conduzione, motoria e sensitiva; PESS= potenziali
evocati somato sensitivi; VEP= potenziali evocati visivi; MEP= potenziali evocati motori; BAEP= potenziali evocati di tronco; RM-E= risonanza magnetica encefalo; RM-M= risonanza magnetica
midollo spinale



Tabella 4. Paraparesi spastiche autosomiche recessive: revisione della casistica

Famiglia | Locus/ Neaffetti | Cons.. | Esordio Altri segni e sintomi EMG- PESS VEP | MEP | BAEP RM-E RM- ALTRO
gene VCM- M
VCS
Ab 1 Si 48 - NP Centrale P P N N N
Bei 2 No 11,16 Oligofrenia,ipoacusia, TCC | P NP NP NP P TCC,SB N Piede cavo
Ca TCC 1 No 15 Oligofrenia, neuropatia P P NP P NP TCC NP Piede cavo
Co 1 No 20 - N N NP P NP N N Piede cavo
Cu TCC 1 No 12 Oligofrenia, TCC P N N P N TCC, SB N
Da 2 No <1 Oligofrenia, atrofia ottica, P NP P P N TCC NP
strabismo
De 2 No 32 - P NP N NP NP NP N
Del 2 No 8,13 Oligofrenia, psicosi P NP NP NP NP N Np Pie?e cavo,
SCOI110S1
Di SPG7 2 No 25,25 Disturbo frontale, corde N P NP P P Atrofia Np Piede cavo,
tendinee false, ipoacusia, cerebellare scoliosi
crampo dello scrivano
Dis SPG7 6 Si 40, 36, Neuropatia, disturbi P NP NP NP NP NP NP Piede cavo,
26,27, sfinterici scoliosi
25,4
Do TCC 1 No Infanzia Ritardo mentale, neuropatia | P P NP P NP TCC N scoliosi
El TCC 1 No 29 - N N N P N TCC N Piede cavo
Er 2 No 16,2 Oligofrenia, ipoacusia N P P N P N N Piede cavo,
scoliosi
Fi 2 No 33,41 - N P N P N N N
Ga TCC 3 Si 55,5 Oligofrenia, atrofia ottica, N NP NP NP NP Atrofia NP
TCC sopra €
sotto
tentoriale,
TCC, SB
Ma 2 No 16 Distonia del collo N P NP P NP N N Scoliosi,
piede cavo
Or 1 Si 46 - NP NP NP P NP Atrofia NP Scoliosi
cerebellare
Pa SPG11 2 No 16, 19 Demenza P P N P N TCC, N Scoliosi,
atrofia piede piatto
corticale
Pe SPG11 2 No infanzia Oligofrenia, distonia focale P N N P N TCC N Scoliosi,
piede cavo
Ru 2 No 24,36 Coreoatetosi, demenza N NP NP P N Atrofia N Piede piatto
frontale, SB
Sa 2 No 46 - NP NP NP NP NP NP NP -
San SPG5 1 Si 3 - N P P P NP N NP -
Sc 1 Si Infanzia - P NP NP P NP NP Atrofia | Piede cavo
Si SPG5 3 No 227,17 - N P NP NP NP NP N Piede cavo
Sp TCC 2 No 12,15 Oligofrenia P N N P N TCC NP Piede cavo
Tu 1 Si 11 - P NP N P N N NP Piede cavo

N= normale; NP= non praticato; Cons= consanguineita; TCC= corpo calloso sottile; SB= alterazioni della sostanza bianca sottocorticale; EMG-VCM-VCS= elettromiografia, studio delle velocita di
conduzione, motoria e sensitiva; PESS= potenziali evocati somato sensitivi; VEP= potenziali evocati visivi; MEP= potenziali evocati motori; BAEP= potenziali evocati di tronco; RM-E= risonanza
magnetica encefalo; RM-M= risonanza magnetica midollo spinale



Tabella 5. Screening HSP-AD per mutazioni SPG4: caratteristiche cliniche e genetiche dei pazienti

Pazienti | Esordio | Punteggio Fenotipo Mutazione Effetto Esone | Referenza
Anni clinico (proteina)
Pz. 1 30 3 Puro c.1333 1357delAAG (famiglia p.Glu452del 11
PelC)
Pz.2 35 2 Puro c.1413+G>A Sito di splicing | 11()
Pz. 39 27,33 3,4 Puro c.1215_1219delTATAA p-Asp405fs 9 Fonknechten et
al, 2000
Pz. 4 20 3 Pura sporadica | ¢.1270_1271dupAG pGly425fs 10
(famiglia PelS)
Pz. 5 44 2 Puro ¢.1493+2 1493+5insATGG Sito di splicing 12 (i)
(famiglia Ro)
Pz. 6 38 2 puro ¢.1376G>C p.Arg459Thr
Pz.7 45 3 Puro c.1667C>T p.Ala556V1 15 Fonknechten et
al, 2000
Pz. 8 33 3 Puro c.421C>T p.GIn141X 2
(famiglia La)
Pz. 10 46 3 Puro c.1821G>A p.Trp607X 17
Pz. 11 28 2 Puro c.1413+3_1413+6delAAGT Sito di splicing 11 @) Fonknechten et
al, 2000
Pz. 12 28 2 Puro c.1307C>T p.Ser436Phe 10 Hentati et al.
2000
Pz. 13, 34, 44, 3,34 Puro c.1728+1G>A Sito di splicing 16 (i) Fonknechten et
15,9 42 (famiglia Ma) al, 2000
Pz. 14 45 3 Puro c¢.373G>T p.Glu125X 1
Pz. 16 33 2 Puro c.1536+1G>T Sito di splicing 13 (3) Fonknechten et
al, 2000
Pz. 17 39 3 Puro c.1379G>T p.Arg460Leu 11 Fonknechten et
al, 2000
Pz. 18 33 2 Puro c.1291C>T p.argd31X 10 Fonknechten et
al, 2000
Pz. 20 45 3 Puro c.439G>T p.Glu147X 2
Pz. 21 29 2 Puro c.1270>G p-Arg424Gly 12 White et al,
2000
Pz. 22 28 2 Puro c.1276C>G p-Leud26Val 10 Fonknechten et
al, 2000
Pz. 23 35 3 Puro c.1471C>T p.Arg581X 17
Pz. 24 41 3 Puro c.334G>A p.Glul12Lys 1

La nomenclatura delle mutazioni si riferisce alla sequenza del c-DNA con la A del codone di inizio della traduzione indicato come +1. Le nuove mutazioni sono in grassetto; le
mutazioni sottolineate sono relative a pazienti della casistica napoletana. (i): sequenze introniche. Il punteggio clinico ¢ calcolato come in Lindsey et al, 2000.




Tabella 6: caratteristiche cliniche dei pazienti SPG3A

Paziente 1I-1 11-2 11-3
Sesso M F F
Eta 14 12 11
Esordio 3 7 3
Deambulazione ++ + +
spastica

ROT vivaci ++ ++ +
Ipostenia arti + - +
inferiori

Ipotrofia arti + - _
inferiori

Ipopallestesia arti - - B
inferiori

Segno di Babinski + + +

Disturbi sfinetrici

Alterazioni cognitive

M maschio, F femmina, (-) assente, (+) presente, (++) marcato




Tabella 7: studio delle velocita di conduzione motoria e sensitiva dei pazienti SPG3A

Paziente 1I-1 1I-2 1I-3
Nervo mediano

Gomito-polso

MCYV (m/s) 51.7 (56-75) 61.7 61.2
DL (m/s) 7.4 (2.3-3.7) 4.25 3.9
CMAP (mV) 19.1 (9-50) 13.15 9.9
111 dito-polso

SCV (m/s) 36.1 (55-73) 50.9 46.8
Ampiezza del SAP 21.5 (7-35) 16.0 14.6
((\))

Nervo tibiale

Fossa poplitea-

malleolo mediale

MCYV (m/s) 40.38 (45-60) 41.33 41.30
DL (m/s) 9.1 (3-4.8) 5.65 5.25
CMAP (mV) 1.9 (6-32) 8.9 5.6
Primo dito-malleolo

SCV (m/s) 22.73 (39-53) 30.03 24.0
Ampiezza del SAP 1(0.5-14) 2.2 2.1
((\))

MCV: velocita di conduzione motoria; SCV: velocita di conduzione sensitiva; DL: latenza distale;
CMAP: potenziale d’azione muscolare composto; SAP: potenziale d’azione sensitivo. I valori

normali sono indicati tra parentesi; i dati anormali sono in grassetto.




Tabella 8: caratteristiche cliniche dei pazienti SPG11

Famiglia/pz IT- IT-MP- | IT- IT- IT- 221-013 221-014 | 221-015 | 446- 446- | 386-027 | 386-030 | 386-033 | 386-034 | 754-026 | 754-027 | 754-033
MPHO09 | H10 MP- DA- DA- 011 014
H12 H29 H30
Consanguineita | + + + - - + + + + + - - - - - - -
Etd/sesso 25/M 20/F 15/M | 32/M | 20/F 25/M 25/M 23/M 19/F 12/F | 49/F 35/F 31/F 28/F 35/M 43/F 19/M
ESORDIO 18 20 14 16 19 12 23 22 16 12 14 14 13 14 14 17 8
Sintomo Spast. Spast. Spast. | Spast. | Spast. | Spast. - Spast. Spast. | Spast | Spast. Spast. Spast. Spast. Spast. Spast. Spast.
all’esordio Tremore )
Ritardlo 1Q72 1Q77 Lieve | IQ67 | Lieve | Severo 1Q69 Lieve Lieve | Lieve | No Mod.. Lieve Lieve Severo Severo Moder.
mentale
iperROT Al Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si No Si Si Si Si Si Si
iperROT AS Si Si No Si No Si Si Si No No No No Si Si Si Si no
disfagia No No No No No No No No No No Si Si Si Si No Si no
Disartria Si No No No No Si No No No No Si Si Si Si Si Si si
Segni Lievi No No No No No Si No No No No No No No No No No
cerebellari
Amiotrofia No No No No No Lieve No No Mod. | No Mod. Mod. Mod. No Mod. Mod. no
ASe ASe ASe ASe ASe ASe
Al Al Al Al Al Al
Neuropatia Si Si No Si ND ND Si ND Si ND Si Si Si ND Asson. Si no
periferica
Punteggio 3 3 2 2 2 4 3 3 3 1 6 6 6 6 5 6 3
clinico
Ulteriori Incont. Cataratta Atrofia Demen- | Demen-
caratteristiche urinaria Ottica Za za
RM/TC ND ND Normale ND ND ND ND ND
Atrofia Si No Si No Si Si Si Si No
corticale
TCC Si Si Si Si Si Si Si Si Si
Alt. SB PV Si Si Si Si Si Si Si ND ND
Atrofia No No No No No No No No No
cerebellare

M maschio, F femmina, spast= spasticita, mod= moderato, Al arti inferiori, AS arti superiori, RM risonanza magnetica, TC tomografia computerizzata, TCC thin
corpus callosum, alt. SB PV alterazioni sostanza bianca periventricolare, ND non praticato; il punteggio di severita clinica ¢ stato attribuito mediante una versione
modificata della scala di Asworth.



Tabella 9. Caratteristiche cliniche del gruppo di pazienti HSP sottoposti a test neuropsicologici.

Soggetti  Sesso Eta  Forma Eta Anni di Gravita

genetica  d’esordio  malattia  deficit

motorio
DM M 50 SPG7 28 22 3
DV M 53 SPG7 28 25 3
SA F 25 SPG5 5 20 2
SM M 56 SPG5 7 49 1
San M 48 SPG5 4 44 2
PS M 41 SPG4 30 12 1
RA M 61 SPG4 30 31 3
ME M 49 SPG4 35 14 1
DSA M 25 SPG4 20 5 1
CS F 49 SPG4 44 5 1
CcC M 62 SPG4 39 14 2
CM F 27 SPG4 26 1 1
CL M 42 SPG4 1 41 2
BA M 58 SPG4 30 28 1
FO F 29 SPG3 7 24 1
FM F 28 SPG3 3 25 1

La valutazione del deficit motorio si basa su una classificazione clinica in quattro categorie:

I=andatura senza appoggio; 2=saltuario appoggio; 3=costante appoggio; 4=sedia a rotelle



Tabella 10. Caratteristiche cliniche, strumentali e neuropsicologiche dei pazienti SPG7

DV DM
Eta 53 50
Esordio 28 28
Deambulazione Spastica con sostegno Spastica con sostegno

costante costante

Spasticita ++ ++
Iperrereflessia OT ++ ++
Ipotrofia muscolare arti inf. + +
Disartria - +
RM encefalo Normale Atrofia cerebellare

Altri segni

Malformazione cardiaca,
ipoacusia, bassi livelli

plasmatici di LH e DHEA-S

Crampo dello scrivano,
ipoacusia, bassi livelli di

LH, FSH e DHEA-S

Matrici di Raven 31 28
Fluenza Verbale 10.5%%* 22
Stroop Test 28.5* 24
WCST 98* 128*

Tc99-SPECT cerebrale

Ipoperfusione frontale

Ipoperfusione frontale

+ presente, ++ marcato, - assente; *deficitario,** borderline




Tabella 11. Punteggi dei pazienti e del gruppo di controllo alla batteria di test generali

CONTROLLI PAZIENTI

Media DS Media DS
MMSE 28,07 1,981 27,75 2,295
Corsi 4,87 0,743 4,94 0,998
Verbale 4,47 0,990 4,00 0,730
Rey imm. 46,13 9,195 39,81 10,075
Rey diff. 10,40 2,667 8,69 3,092
Mem.Prosa 10,853 5,0893 10,507 4,1234
Raven 26,87 6,999 28,19 5,741
A.C. 12,00 1,732 11,75 1,342
Fluenza S. 19,23 3,871 19,77 5,558
Rey copia 28,10 7,207 28,44 7,705
Rey memoria 12,46 8,381 13,70 7,275

Giudizi Verbali 42,80 10,037 41,80 9,010




Tabella 12. Punteggi dei pazienti e del gruppo di controllo ai test esecutivi

CONTROLLI PAZIENTI

Media DS Media DS
Stroop T 21,79 14,145 25,38 13,868
Stroop E 0,37 1,026 2,44 4,155
Trail A 47,21 28,770 61,00 74,216
Trail B 130,36 70,730 141,36 83,704
Trail B-A 83,14 47,923 80,36 43,699
WCST G. 72,60 35,238 100,37 31,644
WCST P. 29,20 23,128 30,50 26,230
WCST N-P. 17,67 13,108 23,38 19,407

WCST F. 1,27 0,961 2,38 1,962




Tabella 13. Punteggi dei pazienti e del gruppo di controllo alla Teradic

CONTROLLI PAZIENTI

Media DS Media DS
Dimensioni rette 16,00 1,961 15,50 2,733
Orientamento rette 7,29 1,729 6,94 1,731
Grandezza angoli 4,64 2,341 4,94 1,569
Posizione punti 10,64 1,216 11,00 1,366
Rotazioni mentali 7,36 2,468 7,94 2,144
Identificazione Figure 9,36 0,929 8,81 1,642
Figure nascoste 7,21 2,424 6,81 2,373
Costruzioni mentali 17,00 4,350 17,25 4,494




Tabella 14. Punteggi dei pazienti con SPG4 e dei pazienti con le altre forme alle prove

neuropsicologiche

SPG4 ALTRI

Media DS Media DS
MMSE 28,00 1,732 27,43 2,992
Corsi 4,67 0,707 5,29 1,254
Verbale 4,00 0,707 4,00 0,816
Rey imm. 37,22 6,119 43,14 13,447
Rey diff. 7,56 2,242 10,14 3,579
Mem.Prosa 10,837  4,8580 10,129 3,4389
Raven 29,22 4,738 26,86 6,986
A.C. 11,44 1,236 12,14 1,464
Fluenza S. 18,36 4,310 21,57 6,759
Rey copia 28,72 9,223 28,07 5,891
Rey memoria 14,94 7,671 11,83 6,861
Giudizi Verbali 40,75 9,498 43,00 9,000
Stroop T 27,39 16,981 22,79 9,078
Stroop E 1,61 2,162 3,50 5,881
Trail A 41,12 19,817 87,50 110,889
Trail B 130,63 60,893 155,67 112,230
Trail B-A 89,50 50,299 68,17 33,331
WCST G. 98,67 28,249 102,57 37,806
WCST P. 25,56 12,680 36,86 37,707
WCST N-P. 25,00 19,092 21,29 21,132
WCSTF. 2,67 1,871 2,00 2,160
Dimensioni rette 14,78 2,438 16,43 2,992
Orientamento rette 6,89 1,764 7,00 1,826
Grandezza angoli 5,11 1,900 4,71 1,113
Posizione punti 11,44 1,014 10,43 1,618
Rotazioni mentali 8,33 1,658 7,43 2,699
Identificazione Figure 8,56 2,068 9,14 0,900
Figure nascoste 6,33 2,646 7,43 1,988

Costruzioni mentali 18,11 2,934 16,14 6,040




Tabella 15. Correlazione (r di Pearson) tra i punteggi ai test neuropsicologici e eta d’esordio, durata

di malattia e gravita del deficit motorio (n pazienti= 16)

Eta Durata di Gravita

d’esordio malattia

r r r
Corsi -,415 127 ,052
Verbale ,049 -,203 ,226
Rey imm. -,324 -,274 -,091
Rey diff. -,200 -,373 -,130
Mem.Prosa -,328 -,156 -,402
Raven ,195 -,493 ,247
A.C. -,434 ,128 -, 154
Fluenza S. -,601(*) -,030 -,099
Rey copia ,290 -,596(%) ,098
Rey memoria ,438 -, 7200%*) -,126
Giudizi Verbali -,263 -,248 -,078
Stroop T ,195 ,135 ,088
Stroop E -,113 ,470 ,072
Trail A -,206 ,549 -,071
Trail B ,006 ,356 -,003
Trail B-A ,360 -,248 ,115
WCST G. ,282 ,056 ,071
WCST P. ,326 -,085 470
WCST N-P. 114 ,341 ,039
WCSTF. ,049 ,096 ,095
Dimensioni rette -,322 ,030 -,605(%)
Orientamento rette ,023 ,030 ,364
Grandezza angoli -,126 -,219 ,244
Posizione punti ,206 -,412 ,121
Rotazioni mentali ,159 -,327 ,140
Identificazione Figure -,246 ,018 -,258
Figure nascoste -,559(*) -,022 ,170
Costruzioni mentali ,141 -,550(*) ,101

* correlazione significativa a 0.05;** correlazione significativa a 0.01



Tabella 16. Criteri del Consensus per la diagnosi di MSA

I. Disfunzione autonomica e urinaria

A.Caratteristiche

1. Ipotensione ortostatica (calo di 20 mmHg della sistolica 0 10 mmHg della diastolica)
2. Incontinenza urinaria o incompleto svuotamento vescicale

B. Criteri

Caduta ortostatica della pressione arteriosa (30 mm Hg della sistolica o 15 mmHg della diastolica) o
incontinenza urinaria (persistente involontario parziale o totale svuotamento vescicale,
accompagnato da disfunzione erettile nell’'uomo) o entrambi

I1. Parkinsonismo

A. Caratteristiche

1. Bradicinesia

2. Rigidita

3. Instabilita posturale

4.Tremore (posturale, a riposo o entrambi)

B. Criteri
Bradicinesia associata ad almeno una delle caratteristiche 2-4

II1. Disfunzione cerebellare
A. Caratteristiche

1. Atassia della marcia

2. Disartria

3. Atassia degli arti

4. Nistagmo

B.Criteri
Atassia della marcia associata ad almeno una delle caratteristiche 2-4

IV. Disfunzione cortico-spinale
A. Caratteristiche
1. Risposta plantare estensoria con iper-reflessia

B. Criteri
Disfunzione del tratto cortico-spinale in MSA: non ci sono caratteristiche del tratto cortico-spinale
per la definizione della diagnosi di MSA

I. MSA possibile: un criterio+due caratteristiche da altri due domini separati; quando il criterio ¢ il
parkinsonismo, una scarsa risposta alla levodopa rappresenta una caratteristica (¢ quindi richiesta
una caratteristica addizionale)

I1. MSA probabile: criterio per la disfunzione autonomica o la disfunzione urinaria + un
parkinsonismo scarsamente responsivo alla levodopa o disfunzione cerebellare

ITI. MSA definita: confermata patologicamente dalla presenza di un’alta densita di inclusioni gliali
citoplasmatiche in associazione con una combinazione di cambi degenerativi nei pathway
nigrostriatali ed olivopontocerebellari



Tabella 17. Caratteristiche cliniche e strumentali della popolazione di atassici sottoposti a screening per premutazione in FMR]

N (%) RM encefalo* N (%) DAT N (%)
N |M |F |Onset | Age | Pyr |Expyr | Auto |tot |A B H** | Pu** [tot | P N

Tot 82 |44 |38 |- - - - - - - - - - - - -
Data-set | 53 | 28 | 25 | 50.6+ | 60.3+ | 38 15 29 42 40 15 12 2 15 |10 5
compl. 11.9 14.2 (71.7) | (28.3) | (54.7) 95.2) | (35.7) | (30) (4.8) (66.7) | (33.3)
tot 16 |5 |11 [3537= [60x |16 12 15 13 13 6 6 2 9 |9 0
MSA 10 10 (100) | (75) (93.7) (100) (46.2) | (46.2) | (154) (100) | (0)
pOss- 5 |2 |3 [594% |65+ |5 5 4 4 4 2 3 0 2 0
MSA 9.1 9.4 (100) | (100) | (80) (100) (50) (75) 0) 2 (100) | (0)
prob- 11 |3 |8 [512+ 584+ |11 7 11 9 9 4 3 2 7 0
MSA 9.7 10 (100) | (63.6) | (100) (100) 444) | (333 |(222) |7 (100) | (0)
ILOCA |37 |23 |14 | 492+ [62.1= | 22 3 14 29 27 9 6 0 1 5

12.5 12.1 (59.5) | 8.1) (37.8) 93.1) | 3D 22.2) | (0) 6 (16.7) | (83.3)
Data-set |29 |16 | 13 | - - - - - - - - - - - -
incompl

*Immagini di RM revisionate

**caratteristiche associate con A o con AB

Pyr= segni piramidali; Expyr= segni extrapiramidali; Auto= coinvolgimento autonomico; A= atrofia cerebellare; B= atrofia del troncoencefalo; H=
segno della ‘croce’; Pu= iperintensita putaminale; P= patologico; N= normale; NP= non praticato
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Figura 2: Pedigree della famiglia SPG3A; elettroferogramma della sequenza fiancheggiante la

nuova mutazione R495W di atlastina; la sequenza di un controllo normale ¢ in alto e quella del
paziente I-2 in basso; le frecce indicano la mutazione.
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