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SOMMARIO

Negli ultimi anni grandi progressi sono stati effiati per il trattamento di
alcuni errori congeniti del metabolismo, al fine rdigliorare la qualita di
vita, la crescita e lo sviluppo dei pazienti affe@a sempre il trattamento
delle LSD rappresenta una grande sfida per i medanvolti nel
management dei pazienti affetti da tali patologfepassato I'unica terapia
possibile per le LSD era una terapia di supportoatan a combattere le
complicanze associate alle LSD. Al contrario noa éisponibile alcun
approccio mirato alla correzione del difetto di dadella malattia. Negli
ultimi 20 anni, le maggiori conoscenze sulle baslaoolari e biochimiche di
varie malattie da accumulo lisosomiale, e la digpbta di nuove tecnologie
hanno reso possibile l'introduzione e la sperimeptee, con risultati anche
molto incoraggianti, di diverse strategie terapshei innovative quali la
terapia enzimatica sostitutivérfzyme Replacement TheraRT). Oltre
alle malattie d’accumulo lisosmali, nuove stratetgeapeutiche sono state
sperimentate anche in altri errori congeniti deltabelismo, quali le
aminoacidopatie, in particolare nelle iperfenilat@mie. Storicamente, il
trattamento della HPA € stato unicamente non-faohogico e i pazienti
affetti dovevano essere trattati con una dietalatto contenuto di Phe entro
le prime settimane di vita. E attualmente noto itheattamento deve essere
necessariamente continuato per tutta la vita. @fathmente, la compliance
alla terapia dietetica risulta essere sub-ottimade,molti pazienti, in
particolare gli adolescenti, non seguono o sospeamdo schema dietetico
prescritto. Lo studio qui riportato e il risultath quattro anni di ricerca
effettuato nelllambito del programma del Dottoragyjluppato presso il
Dipartimento di Pediatria dell’Universita “Federictd” di Napoli da
Novembre 2006 ad Ottobre 2010. Tale studio ha pesmka realizzazione di
due progetti, incentrati su nuovi approcci terajgeuh due errori congeniti
del metabolismo: la Mucopolisaccaridosi tipo | (MP§ e le

iperfenilalaninemia (HPA).



CAPITOLO 1

INTRODUZIONE GENERALE

Negli ultimi anni grandi progressi sono stati effiati per il trattamento di
alcuni errori congeniti del metabolismo, al fine rdigliorare la qualita di
vita, la crescita e lo sviluppo dei pazienti affett

Per le malattie da accumulo lisosomiale (LSD), Eggiori conoscenze sulla
fisiopatologia dei lisosomi e sui meccanismi coiltivael targeting degli
enzimi lisosomiali, hanno costituito il presuppogter I'introduzione e la
sperimentazione, con risultati anche molto incorauy di diverse strategie
terapeutiche innovative.

| lisosomi sono organelli subcellulari, limitati d@embrana, che contengono
enzimi idrolitici responsabili della degradazione rdacromolecole. Nei
lisosomi sono contenuti oltre cinquanta enzimi liticy, che comprendono
proteasi, nucleasi, glicosidasi, lipasi, fosfoiilad®sfatasi e solfatasi. Tutti
guesti enzimi per poter svolgere in maniera ottem#éh loro attivita
necessitano di un ambiente acido. Gli enzimi lisaigdi, sono sintetizzati nel
reticolo endoplasmico e sono trasportati versosodomi attraverso un
complesso itinerario che comprende I'apparato digizd network trans-
Golgi, e i late endosomes, che maturando danndnerigl lisosoma. In
guesto itinerario, gli enzimi lisosomiali vengonizonosciuti e guidati in
modo specifico grazie alla presenza di un marcatoieo che e il mannosio-
6-fosfato (M6P). Il M6P viene aggiunto in maniergesifica agli
oligosaccaridi N-linked degli enzimi lisosomiali,eln momento in cui
attraversano il lume del cis-Golgi. Gli enzimi lssoniali che possiedono |l
M6P, si legano al recettore del M6P (MPR) nellajppa di Golgi, e
trasportati ai lisosomi. Un concetto fondamentalehe il MPR e presente

anche sulla membrana plasmatica delle cellule, @owegrado di captare e



internalizzare eventuali enzimi lisosomiali in @le, endogeni o esogeni
(Grabowski GA, 2008). Grazie all'identificazione | dmannosio-6-fosfato
(M6P) come residuo indispensabile per il targetisgsomiale, si € potuto
dimostrare che i residui di M6P presenti sulle wateligosaccaridiche degli
enzimi lisosomiali esogeni rendono possibile ildew specifico dell'enzima
ai recettori dellM6P presenti sulla superficie ldeke, cui segue
I'internalizzazione dell'enzima nella cellula prim&a successivamente nei
lisosomi, dove esercita la sua attivita catalitica.

Al momento sono note circa cinquanta malattie listind’accumulo (LSD),
che, come gruppo, hanno una frequenza stimabiled/8000 nati vivi, ma
sono rare 0 molto rare se considerate singolarm@égkle et al., 1999).
Come descritto precedentemente, molte sono le tappessarie per ottenere
una sintesi e una corretta maturazione delle idrdisosomiali. Pertanto, le
malattie lisosomiali possono essere causate di@jénetici che interessano
la sintesi o la maturazione delle idrolasi lisomilldeficit di uno specifico
enzima lisosomiale, determina lI'accumulo intradeli@ di una varieta di
substrati non degradati, che comprendono per esegimosaminoglicani,
glicogeno e sfingolipidi. Le LSD sono un gruppantilattie multisistemiche,
caratterizzate principalmente da dismorfismi faccia scheletrici, da
visceromegalia, da segni ematologici, da alterazemulari, con possibile
coinvolgimento del sistema nervoso centrale e dete | quadri clinici delle
LSD sono caratterizzate da una estrema variabsiéaper la I'eta di esordio
dei sintomi e sia per la severita del decorso @inNella maggior parte dei
casi le LSD sono caratterizzate da un decorso essgo, gravemente
disabilitante o letale, che pud causare handicagreenei pazienti, con
conseguente carico sociale significativo.

Da sempre il trattamento delle LSD rappresentagnaade sfida per i medici
coinvolti nel management dei pazienti affetti d& patologie. In passato
I'unica terapia possibile per le LSD era una teaagi supporto, mirata a
combattere le complicanze associate alle LSD. Ahtremio non era

disponibile alcun approccio mirato alla correziared difetto di base della



malattia. Negli ultimi 20 anni, le maggiori conosee sulle basi molecolari e
biochimiche di varie malattie da accumulo lisosdai& la disponibilita di
nuove tecnologie hanno reso possibile l'introdugi@nla sperimentazione,
con risultati anche molto incoraggianti, di diverseategie terapeutiche
innovative (Desnick RJ, 2004; Platt FM et al., 20@8abowski GA, 2008;
Parenti G, 2009), quali la terapia enzimatica satsta (Enzyme Replacement
Therapy ERT), il trapianto di midollo osseo o il trapiardi cellule staminali
ematopoietiche Haematopoietic Stem Cell TransplantatioRlSCT), la
“terapia di riduzione del substrat&ybstrate Reduction Thergp8RT)” e
infine “la stimolazione dell'attivita enzimatica sidua endogena mediante
'uso di farmaci chaperone€efizyme Enhancement Thera®BET)” (Figura
1). In particolare, le conoscenze sui meccanismm\amti nel targeting degli
enzimi lisosomiali, hanno costituito il presuppostmer le ricerche
sull'impiego della ERT nelle LSD.

Il razionale di questo approccio € basato sul fefte gli enzimi lisosomiali
vengono indirizzati ai lisosomi, dove devono esp#c la loro funzione,
mediante un sistema di ligandi (il mannosio 6-fasfa il mannosio, esposti
sulle catene oligosaccaridiche delle idrolasi lsomli) e di recettori (i
recettori del mannosio 6-fosfato e del mannosioyazie a questo
meccanismo ed al fatto che i recettori sono preserthe sulla membrana
plasmatica delle cellule, e stato dimostrato cheenzima dato dall’esterno,
per infusione venosa, viene captato dalle cellulerva a destinazione nei
lisosomi, dove € in grado di correggere il difedtazimatico e in tal modo
rimuovere il materiale accumulato. Tali conoscehaano cosi consentito
I'introduzione della ERT per il trattamento dellSD.

Studi successivi, hanno dimostrato che oltre al caseismo mediato dal
recettore del MG6P, esistono altpathway attraverso cui le proteine
raggiungono i lisosomi.

La prima malattia d’accumulo ad essere trattata stmtesso con la ERT e
stata la malattia di Gaucher. Successivamente,t@ua&sovo approccio

terapeutico e stato preso in considerazione anehel frattamento di altre



malattie d’accumulo, quali la malattia di Fabry,nelattia di Pompe, e la

Mucopolisaccaridosi tipo I, Il e VI.
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Figura 1

Approcci terapeutici per LSD.

Fino alla fine degli anni '80, l'unica terapia disponibile per il trattamento delle LSD era una terapia di supporto. Negli ultimi 20 anni, nuovi
approcci terapeutici sono stati introdotti, quali 'HSCT, ERT, EET e la SRT. Ognuna di queste strategie terapeutiche & stata utilizzata in
differenti malattie. Per ciascun approccio terapeutico, € stato riportato I'anno in cui veniva per la prima volta utilizzato clinicamente.

(Figura ripresa da Parenti G; 2009).
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Oltre alle malattie d’accumulo lisosmali, nuoveastgie terapeutiche sono
state sperimentate anche in altri errori congedeti metabolismo, quali le
aminoacidopatie, in particolare nelle iperfenilateamie.
L'iperfenilalaninemia (HPA; MIM 261600) e un erroreongenito del
metabolismo, a carico del metabolismo dell’amindacienilalanina (Phe),
ereditato con modalita autosomico recessiva, cawdat deficit dell’enzima
epatico fenilalanina idrossilasi (PAH). La Phe € aminoacido essenziale
fondamentale per la sintesi proteica. Il ruolo ppale della PAH é
trasformare la Phe, insieme al cofattore 6R-tetohidpterina (BH) in
tirosina. L'assenza o la ridotta funzionalita delAH, determina un
accumulo di Phe, che successivamente viene poi boletzata in
fenilpiruvato e/o fenilacetato (fenilchetoni), ckeno escreti con le urine. Il
guadro clinico di pazienti HPA-non trattati € céeakzzato da encefalopatia
progressiva con microcefalia, ritardo mentale, esgile e altre anomalie del
comportamento. Storicamente, il trattamento delRAH stato unicamente
non-farmacologico e i pazienti affetti dovevanoegedrattati con una dieta a
ridotto contenuto di Phe entro le prime settimaneitd. E attualmente noto
che il trattamento deve essere necessariamentenwatt per tutta la vita
(Scriver C.R. et al., 2001). Sfortunatamente, langllance alla terapia
dietetica risulta essere sub-ottimale, e molti @atzj in particolare gli
adolescenti, non seguono o sospendono lo schensiaheprescritto (Koch
R et al.,, 2002). Un cattivo controllo metabolicoi tleelli di Phe e stato
associato ad anomalie neuroradiologiche, evidemziadiante la risonanza
magnetica, sia nei bambini che negli adulti, e larvaignificativamente piu
bassi del quoziente intellettivo, dell’'attenzionedel tempo di reazione
(National Institutes of Health Consensus DevelopgmeDonference
Statement, 2001). Inoltre, elevati livelli di Phens stati associati ad
aumentato rischio per disfunzione cognitiva, ad eraltioni del
comportamento e a problemi del visus. Pertantdagntpestivo inizio del
trattamento dietetico € fondamentale per ridufceediminare il rischio di

tali complicanze. Per migliorare I'outcome clinied la compliance dei
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pazienti, la ricerca ha focalizzato il proprio dbie sullo sviluppo di nuovi
approcci terapeutici di tipo farmacologici perrdttamento della HPA.

Nel 1999, Kure et al., dimostrarono che la sommiamone orale di Bilera
in grado di ridurre le concentrazioni plasmatich®ke in pazienti affetti da
PKU; successivamente ulteriori studi hanno conféomia sicurezza e
I'efficacia di questo farmaco. Sulla base di taperienze, a dicembre del
2007, la “Food and Drug Administration” (FDA) hapapvato il farmaco
orfano “sapropterina dicloridrato” una formulaziosmtetica dell’lisomero
attivo della tetraidrobioptrerina, nota con il norde KUVAN (Kuvan®,
BioMarin Corporation, Tiburon, CA) per il trattantendi un sottogruppo di
pazienti affetti da iperfenilalaninemia, offrendo tal modo una nuova e
promettente opzione terapeutica per il managemermudsti pazienti. A
dicembre del 2008, anche in Europa il Kuvan e staitorizzato per
'immissione in commercio e dal 15 Settembre 2000,Kuvan e
ufficialmente disponibile anche in Italia. In I@liKuvan e |"'unico farmaco
approvato per il trattamento della HPA. La sapropge dicloridrato e
indicata per ridurre i livelli di fenilalanina plamatica in pazienti responsivi
alla BH,. Attualmente, i dati sulla sicurezza e l'effica@alungo termine
della sapropterina dicloridrato sono ancora limitpertanto ulteriori studi
sono necessari per meglio definire alcuni aspetioea non chiari.

Lo studio qui riportato € il risultato di quattrowra di ricerca effettuato
nell’ambito del programma del Dottorato, sviluppat@sso il Dipartimento
di Pediatria dell’'Universita “Federico II” di Napotla Novembre 2006 ad
Ottobre 2010. Tale studio ha permesso la realiepazidi due progetti,
incentrati su nuovi approcci terapeutici in alcugirori congeniti del
metabolismo. Il primo progetto e focalizzato suéatterizzazione clinica e
molecolare di tutti i pazienti con Mucopolisaccasdtipo | (MPS 1), una
malattia d’accumulo lisosomiale, seguiti pressbipartimento di Pediatria e
il Dipartimento di Medicina Clinica e Sperimentalell’'Universita “Federico
II” di Napoli e sulla valutazione a lungo termineslitefficacia e della

sicurezza della Terapia Enzimatica Sostitutiva (ERGon enzima
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ricombinante alfa-L-iduronidasi (rhIDUA) nella MASdel Nell'ambito del
secondo studio, il nostro obiettivo e stato tipiezaotto il profilo genetico, i
pazienti seguiti presso il Dipartimento di Pedettell’Universita Federico I
di Napoli, affetti da iperfenilalaninemia (HPA); tsaporre questi pazienti a
carico orale con la tetraidrobiopterina (BHper testarne la eventuale
responsivita; mettere in correlazione I'eventuadpasta al carico orale con
BH, al pattern genotipico e verificare la sicurezzduago termine del

trattamento con Bi
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CAPITOLO 2

PROGETTO 1: VALUTAZIONE DELLEFFICACIA,

DELLA SICUREZZA E DEl LIMITI DELLA
TERAPIA ENZIMATICA SOSTITUTIVA CON  a-L-

IDURONIDASI RICOMBINANTE (rhIDUA) NELLA

MUCOPOLISACCARIDOSI TIPO |
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2.1 INTRODUZIONE

La mucopolisaccaridosi tipo | (MPS I) & la forma rducopolisaccaridosi piu
frequente. Ha un’incidenza di 1:100000 nati vivieechusata dal deficit dellenzima
lisosomialen-L-iduronidasi (IDUA). L'IDUA e un enzima coinvoltoel catabolismo
dei glicosaminoglicani (GAG) dermatansolfato edraqsolfato; entrambi questi
glicosaminoglicani sono dei polisaccaridi complessicostituiscono uno dei
componenti principali della matrice extracellulailedeficit di IDUA determina
I'accumulo progressivo di dermatansolfato ed egaffaio nei lisosomi in tutto I',
con conseguente danno d’'organo, tissutale e cellfd@oricamente la MPS | e
stata suddivisa in 3 diverse forme cliniche a dexete gravita: la sindrome
di Hurler (forma severa) con sopravvivenza < 10i,darsindrome di Hurler-
Scheie (forma intermedia) con sopravvivenza < 2Bi &la sindrome di
Scheie (forma attenuata) con una durata di vitanatg ma comunque
associata a gravi disabilita. Oggi invece appamg@piato considerare la
MPS | come una malattia eterogenea con un ampitirepdi espressione
fenotipica, che va dalla forma grave (sindrome dirlet) a quella piu
attenuata (sindrome di Scheie), indistinguibili @gahto di vista biochimico
(Figura 1). Attualmente, in seguito al difficile inquadramendi diversi
pazienti per 'ampia variabilita dell’espression@ica, € raccomandata la
classificazione della MPS | in una “forma gravef asordio precoce ed
associata a grave ritardo psicomotorio ed una “éoattenuata”, ad esordio

piu tardivo, in cui il ritardo psicomotorio € liewedel tutto assente.
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Figura 1
Eterogeneita fenotipica nella MPS |
La classificazione della MPS | in tre fenotipi clinici distinti &€ in parte arbitraria, in quanto lo

spettro delle manifestazioni cliniche rappresenta piuttosto un “continuum” dalla forma piu
grave (immagine di destra) a quella piu attenuata (immagine di sinistra).
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2.2 QUADRO CLINICO

Il quadro clinico e il decorso della MPS | sonamiénte eterogenei e consistono in
un coinvolgimento multisistemico progressivo chepende I'apparato respiratorio,
cardiaco, scheletrico, oculare e in alcuni cashanicsistema nervoso centrale. La
ampia eterogeneita della malattia sembra esseata I@gincipalmente al grande
numero di differenti mutazioni nel gene IDUA cheliioa per la-L-iduronidasi. In
guesto lavoro, per la descrizione del quadro dligibbiamo preferito mantenere

ancora la descrizione dei 3 fenotipi storicameeseiitti per la MPS .
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2.2.1 Sindrome di Hurler (MPS I-H)

E’ la forma piu grave e progressiva di MPS | (OM8@7014), coinvolge moli
organi e tessuti e conduce a morte precoce, gewena entro i primi dieci anni di
vita. Alla nascita il neonato con S. di Hurler epaentemente normale e
generalmente la diagnosi viene effettuata fra i B4emesi Figura 2). E’ suggestiva

la combinazione di deformita scheletricligg(ra 3), fronte prominente, tratti del
volto grossolani, bassa statura, evidenza di usogitisorto precocemente a livello
lombare , ernie inguinali ed ombelicdfigura 4), ricorrenti infezioni respiratorie e
nasali, opacita cornealé-igura 5), rigidita muscolare e articolard-igura 6),
epatosplenomegalia e macroglossia (Neufeld EF.e2@01). Nei bambini sotto
I'anno di eta puo essere caratteristica l'insorgatiaina miocardiopatia acuta, con
conferma autoptica di fibroelastosi endocardioap{&in MJ et al., 1989).

Le manifestazioni precoci della S. di Hurler possessere subdole o aspecifiche e
talvolta l'insufficienza cardiaca puo precederacinoscimento del disordine. Nel
corso della malattia pud svilupparsi precocemente apmpromissione grave e
generalizzata delle arterie coronariche. | pazeori MPS |-H possono presentare
crescita eccessiva nei primi mesi di vita, mapoieuna decelerazione della crescita
trai6 e i 18 mesi, con un'altezza massima ripdal10 centimetri. La maggior
parte dei pazienti, a causa del ritardo mentaléa derdita cronica e della
macroglossia sviluppa delle limitate capacita erba certo grado di ipoacusia e
probabilmente riscontrabile in tutti i pazientigdéa di solito alla combinazione di
problemi di conduzione e neurosensoriali. La magperte di questi bambini
manifesta respirazione rumorosa, secrezione npsaestente, infezioni frequenti
delle vie aeree superiori ed otiti. Pertanto i grazicon MPS | dovrebbero ricevere
controlli ORL ed audiologici almeno una volta 'anih.a malattia respiratoria ha in
genere una componente sia restritiva che os#auttha restrizione deriva
dall'accumulo di GAG nelle lamine pleuriche, da wassa toracica piccola, dalla
rigidita delle articolazioni e dalla ridotta esdoine diaframmatica dovuta alla
epatosplenomegalia. L'ostruzione e secondariapedisenza di dense secrezioni e

allaccumulo di GAG allinterno delle vie aeree. lirayua, i tessuti linfoidi e i tessuti
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molli della faringe si espandono a causa dell'actordi GAG con conseguente
progressivo restringimento del lume. | consegyaoblemi respiratori con sintomi
guali infezioni frequenti, insufficienza respiragpre grave apnea notturna rendono
necessario I'impiego della pressione positiva noatidelle vie aeree (CPAP) o la
tracheotomia (Peters ME et al., 1985; Shapiroal.,€1985; Myer CMD, 1991). Il
coinvolgimento del sistema nervoso centrale (SNi@)oenseguenza dellaccumulo
dei GAG nei neuroni, nei macrofagi e nelle menagi ritiene peggiori a causa di
fattori secondari quali apnea notturna ed ipo&sia complicanza molto frequente
nei pazienti affetti da forma severa di MPS lidrdicefalo comunicantecausato
dallispessimento delle leptomeningi secondaricaaumulo di GAG. |l
posizionamento di shunt ventricolo—peritoneale pugliorare alcuni dei sintomi
correlati allidrocefalo, come ad esempio la cefadde alterazioni del ritmo sonno-
veglia. Nellambito del sistema nervoso perifescascontra spesso sndrome del
tunnel carpaleche puo anche non manifestare i classici sintotgoi quali
parestesia e dolore. E’' frequente il riscontroogacita corneale glaucoma
degenerazione retinicee danni a carico del nervo otticoClinicamente e
radiologicamente nella S. di Hurler, si ossevatesagioni scheletriche tipiche delle
MPS che vanno sotto il nome di disostosi multilaysate da un alterato
rimodellamento strutturale delle ossa in creséitgufa 3). Tali alterazioni sono:
cranio largo con ispessimento della calotta, ogmkeo profonde, chiusura precoce
delle suture lambdoidea e sagittale, sella tuecicama di “J”, denti molto distanti tra
loro e presenza di cisti odontogene. Precocement@gservarsi ipoplasia anteriore
delle vertebre lombari e conseguente cifosi; Idistiaelle ossa lunghe sono
ingrossate con metafisi di aspetto irregolare codlen epifisari ben sviluppati.
Solitamente il bacino € ipoplasico con teste felnogccole e coxa valga; le
clavicole sono ispessite, corte ed irregolari. bstee hanno un aspetto slargato (a
“spatola”): ristrette in vicinanza delle vertebegpiattite e larghe nell'estremita
sternale; le falangi appaiono corte e trapezoidah, diafisi allargate. Nellambito
delle manifestazioni cliniche della disostosi npldtj la displasia odontoidea e
ritenuta la componente maggiormente rappresereigaSindrome di Hurler, come

conseguenza di tale anomalia, sussiste un aumergaloo di sublussazione
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atlantoassiale, con potenziale danno al midollo @mrseguenti severe alterazioni
funzionali che in casi selezionati possono richiedénterventi mirati di
decompressione (Neufeld EF et al., 2001). Tutizignti con MPS | dovrebbero
esequire periodica valutazione radiologica, ortigped fisiatrica (almeno ogni 2
anni) per valutare la progressione delle alterazimreletriche, il grado di restrizione
articolare ed attuare tempestivamente gli intenadtita sostenere ove possibile la

funzione motoria e il tono muscolare.
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10 mesi

39 mesi

22 mesi : ' 34 mesi

Figura 2 - Progressione della malattia nella MPS 1 - Hurler

Figura 3 - Anomalie scheletriche nella MPS |
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Figura 4 - Ernia ombelicale e gibbo in pz con MPS |

Figura 5 - Opacita corneale

Figura 6 - Limitazione articolare
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2.2.2 Sindrome di Scheie (MPS | - S)

E’ la forma attenuata di MPS | (OMIM 607016), eckeatterizzata da valvulopatia
aortica, rigidita articolare, opacita cornealileerazioni somatiche. La sintomatologia
piu significativa si manifesta dopo i 5 anni eikgdosi si pone tra i 10 e 20 anni. Nei
pazienti con Sindrome di Scheie generalmente loppo psicomotorio e la statura
sono normali ma sono presenti importanti alterazditolari e oculari come grave
opacita corneale, glaucoma e degenerazione retibicavalvulopatia aortica e
frequente tanto da rendere talvolta necessar@stiuzione della valvola. In alcuni
pazienti si manifesta un’ostruzione delle vie aeheecausa apnee notturne, rendendo

necessaria la tracheotomia (Neufeld EF et al., 001
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2.2.3 Sindrome di Hurler-Scheie (MPS |- H/S)

Con questo termine viene descritto un fenotipacdimtermedio tra la S. di Hurler e
guella di Scheie (OMIM 607015), caratteristico éibgressivo coinvolgimento
somatico che include la disostosi multipla, meiitreinvolgimento del sistema
nervoso centrale € generalmente assente o deligitée La patologia scheletrica puo
rappresentare I'elemento predominante nella MR®rwta e puo variare da forme
gravi a forme lievi. | pazienti, generalmente ddaastatura, soffrono di progressive
ed ingravescenti limitazioni articolari che limitafe capacita motorie dei soggetti
fino alla completa impotenza funzionale.

La sintomatologia si manifesta fra i 3 e gli 8 arlai sopravvivenza giunge
abitualmente fino alleta adulta e le principalusa di morte sono costituite dal
coinvolgimento cardiaco e dall'ostruzione delle azee superiori (Neufeld EF et
al., 2001). Fisioterapia ed idroterapia sono pgi alleviare il dolore da rigidita
articolare. A volte e raccomandabile I'applicazidin@utori per mantenere corretta la
posizione dell'articolazione e prevenire defornfiégssorie stabili. Consigliabile il
controllo ortopedico almeno ogni anno. Utili sonmontrolli radiografici e fisiatrici
per misurare lo stato di progressione della ragisiitheletrica e per intervenire al fine

di mantenere la mobilita articolare e la forzacoizse.
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2.3 MPS |: CORRELAZIONE GENOTIPO -
FENOTIPO

Il gene che codifica 'IDUA e localizzato sul croswmma 4 (4p16.3) e
comprende 14 esoni (Scott HS et al., 1990; ScoteHd., 1992)L'analisi
molecolare del gene IDUA in pazienti con MPS | basentito di identificare
le mutazioni responsabili della malattia, anch&isegna tenere presente che
la correlazione genotipo-fenotipo € in questa jp@ial molto complessa da
definire. E stato ipotizzato che I'ampia variakilfenotipica della MPS | sia
legata in parte al gran numero di mutazioni a cadiel gene IDUA. Ad oggi,
piu di 100 mutazioni, che comprendono mutazionsemise, non-sense, delezioni,
inserzioni, mutazioni nei siti di splicing, sonatst identificate lungo tutto il gene
IDUA, ma molte di queste essendo poco frequentisamio utili a fini prognostici.
Allo stato attuale delle conoscenze ha sicurameattee predittivo per il fenotipo
severo la presenza di mutazioni non-senso, quadseadpio la Q70X e W402X su
entrambe gli alleli del gene IDUA. Altre mutaziofsi74-2a-g, A327P, P533R
A75T, L218P) sono molto meno frequenti, ma espriom@omungue un
fenotipo Hurler; tra queste P533R ha avuto un n#co relativamente

frequente in SiciliaGatti R et al., 1997)
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2.4 DIAGNOSI

S\

La valutazione dell'escrezione urinaria dei glicoseglicani € stato il primo
strumento analitico disponibile per la diagnosiledehucopolisaccaridosi e
mantiene ancora oggi un suo ruolo come esamenab flikiello. Sono disponibili
molti metodi per la ricerca dei GAG urinari, datteapidi semiquantitativi a quelli,
piu precisi, qualitatitivi e quantitativi. Quandcasespetta che un paziente sia affetto
da una MPS | (sulla base delle manifestazionicti@)i dei riscontri radiologici o
dei test urinari di screening) la conferma dellaagdosi € data dalla
determinazione dell'attivita delti-L-iduronidasi eseguibile su siero, leucociti
o sui fibroblasti coltivati (Hall CW et al., 1978)entita dell'attivita enzimatica
residua misurata in vitro da estratti cellulari worrela con il grado di severita del
fenotipo. Sembra che sia sufficiente meno dell&@&lla normale proteina IDUA
per dar luogo ad un fenotipo lieve, sebbene cibalebsere confermato da test piu
rigorosi. La diagnosi prenatale e possibile, attsw la determinazione
dell’attivita enzimatica nei villi coriali (tra f@& 172 settimana di gestazione) o
negli amniociti(tra 16'e 18 settimana di gestazione). Una diagnosi precoce puo
essere importante per una gestione ottimale défi& MLa giustificazione di un
programma di screening neonatale €, oggi, diveptataoncreta a seguito della
realizzazione di notevoli progressi nel trattametit@ueste malattie (ERT e

trapianto di cellule staminali del sistema emateEm).
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2.5 TERAPIA

Si e cercato, negli anni, di affrontare con varimtegie terapeutiche i
numerosi aspetti del quadro clinico della mucopaitsridosi I. Ancora oggi
un ruolo importante nella gestione di tali pazientsvolto dalla terapia di
supporto, cui si sono aggiunte nuove proposte ¢éertaghe quali il trapianto
di midollo e, negli ultimi noveanni, la terapia enzimatica sostitutiva (ERT).
Tali terapie, volte a correggere il deficit enzioat di base, hanno

condizionato positivamente la prognosi e la quditéta dei pazienti.

2.5.1 Terapia di supporto

La storia naturale della MPS |, caratterizzataptabressivo coinvolgimento
degli organi, impone la necessita di una costaakgtazione delle condizioni
cliniche per il trattamento delle complicanze cas®e a tale patologia.
Questo approccio terapeutico di “supporto”, pur muoiendo influire sul
disordine metabolico di base, mira a migliorare gaalita di vita. E’
importante, per esempio, sottoporre periodicamehtpaziente a visita
cardiologica con indagine ecocardiografica pervate la presenza di una
eventuale valvulopatia e/o insufficienza cardiacagestizia e poter porre in
atto gli opportuni presidi medico-chirurgici. Péd che concerne i principali
problemi respiratori (asma, apnea ostruttiva no#urdepositi tracheali) e
possibile effettuarne la caratterizzazione mediami@gini specifiche, quali
polisonnografia e test di funzionalitd polmonarep8ssono somministrare,
se necessario, farmaci anti-asmatici; in alcuni ea€PAP nasale é ritenuta
valido rimedio contro le apnee notturne (NeufelddErl., 2001; Wraith JE,
1995; Nicolson SC, et al., 1992).
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2.5.2Trapianto di cellule staminali emopoietiche

Da piu di vent'anni il trapianto di cellule stamindel sistema ematopoietico
(HSCT) prelevate dal midollo osseo (BMT), dal sangeriferico (PBSCT) e
negli ultimi anni dal cordone ombelicale (CBT) dirdhtori correlati o non
correlati, e utilizzato per trattare pazienti coalattie lisosomiali, allo scopo
di fornire cellule metabolicamente funzionanti inogo da correggere il
deficit enzimatico. HSCT ha lo scopo di rimpiazzate cellule
ematopoietiche del paziente ricevente con le eMaild-type del donatore
secernenti I'enzima normale, dopo ablazione debitodbsseo del ricevente
(Guffon et al. 1998). L’enzima lisosomiale rilagciaalle cellule normali del
donatore puo essere internalizzato dalle celluléodpite, che ne sono prive,
con conseguente eliminazione del substrato metabad del materiale
d’accumulo (cosiddetta correzione crociata). Lagieoe trapiantologica per
lo specifico caso deve essere frutto di un’artizokled esaustiva valutazione
del paziente e di un confronto multidisciplinare, pieno accordo con la
famiglia. L'obbiettivo del trapianto non pud oggisere semplicemente la
sopravvivenza con un adeguato livello enzimatica, lansopravvivenza con
le migliori capacita intellettive e autonomia perate possibili in grado di
tradursi nel mantenimento di un'adeguata qualitaitei 1l successo clinico
dellHSCT dipende non solo dal tipo di donatore allad capacita di
attecchimento del trapianto, ma soprattutto dall@s¢l bambino al momento
del trapianto e dal suo grado di compromissionegadino e neurologica. Il
deterioramento delle funzioni cerebrali inizia meemente nel bambino con
MPS | tipo Hurler non trapiantato e puo gia esseofto evidente a 2-3 anni
d'eta, pertanto I'HSCT e il trattamento di sceka ppazienti con sindrome di
Hurler di eta inferiore ai 2 anni e con un inteegssnto minimo o assente del
SNC. Attualmente la letteratura internazionalé&rechll’eta, considera un Ql
>70, come altro criterio fondamentale per definiedebgibilita del paziente
allHSCT (Figura 7) (Muenzer J et al., 2009).
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L'indicazione del limite d'eta per I'HSCT, non eergtro, assoluta e
restrittiva: possono essere individuati pazientietih superiore, ma con
compromissione d'organo ed intellettiva ancora mtaleda non
controindicare una loro eleggibilita al trapiankaoltre, in generale, criterio
aggiuntivo per la selezione del candidato € I'assel alterazioni d'organo o
apparato incompatibili con la tossicita attesaa@ltocedura (ad esempio,
frazione d'eiezione cardiaca particolarmente compssa). Per verificare |l
successo del trapianto, si puo utilizzare la midore dell'attivita
enzimatica nei leucociti. Nei pazienti con MPSdttati con HSCT é stato
dimostrato un aumento dell'attivita enzimatica cha raggiunto valori
normali, circa 40-100 giorni dopo il trapianto, reelso di un donatore sano
omozigote. Poiché, in pratica, il donatore e fregemente un fratello
eterozigote, I'aumento riscontrato si fissa a valdermedi e, cioe, intorno ai
20-60 nmol/mg.hr (Whitley CB et al.,, 1993; Peters e€ al.,, 1996).
L’attecchimento del trapianto determina una rapidazione dell’accumulo
di GAG nel fegato, nelle tonsille, nella congiu@tiv nel liquido
cerebrospinale e nelle urine. Scarsi sembrano §ittie sull’occhio,
sull’apparato scheletrico e sulle manifestaziomveiari.

Non e chiaro inoltre se 'HSCT possa portare ad coraezione del difetto
enzimatico nelle cellule del sistema nervoso cémtraebbene sia stato
dimostrato un incremento dei livelli enzimatici ahcuni modelli animali e
nei pazienti studiati. Il meccanismo di correzi@agebbe da riportare a una
colonizzazione del sistema nervoso da parte diuleelstaminali che si
differenziano in neuroglia e producono una certatauli IDUA (Boelens JJ
et al., 2010). La limitazione iniziale all'esecoe del trapianto di cellule
staminali ematopoietiche, eseguito su pazientirnodi Hurler, era costituita
da un’elevata mortalita associata alla patologiaakdegime terapeutico.
Negli ultimi anni, il HSCT e diventato una procedumolto piu sicura che in
passato, con una sopravvivenza superiore al 90%i, Qgn l'uso del

cordone ombelicale, il rischio di rigetto si € estamente ridotto; sino a
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pochi anni fa, circa un terzo dei pazienti presemtagetto e doveva essere

sottoposto ad un secondo trapianto (Boelens 1J 040).
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Diagnosi MPS 1

v v
< 2 anni > 2 anni
Fenotipo Fenotipo QI=70 QI <70
severo o attenuato
non noto l l
¢ v ¢ ERT ERT
> ERT (considerare in
Q=70 Qr<70 alcuni casi HSCT)
HSCT ERT
Figura 7
Algoritmo di trattamento per i pazienti con diagnos i di MPS I. (Figura ripresa da Muenzer J et al.,

Pediatrics. 2009 ).
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2.5.3Terapia enzimatica sostitutiva

Le conoscenze sulla fisiopatologia dei lisosomuienseccanismi coinvolti
nel targeting degli enzimi lisosomiali hanno casta il presupposto per le
ricerche sullimpiego di una terapia enzimaticatisogsva (ERT) nelle
malattie d’accumulo (Desnick RJ et al., 2002) HRiT prevede l'infusione
endovenosa periodica dellenzima lisosomiale ricombte wild-type.
L’enzima successivamente viene internalizzato dadlule del paziente e
indirizzato, attraverso la via del mannosio-6-fésfarerso i lisosomi dove
esercita la sua attivita catalitica. La malattiaG#ucher tipo | é stata la
prima malattia d’accumulo ad essere stata trattatala ERT. Il successo
della ERT nella malattia di Gaucher tipo | ha iraggiato i ricercatori a
sviluppare e a valutare tale strategia terapeutiedtre malattie lisosomiali.
Questo impegno e stato incentivato dalla posaildliclonare il DNA e i geni che
codificano la maggior parte degli enzimi lisosoireatialla disponibilita di nuove
tecnologie tra le quali lo sviluppo di sistemi eiati per produrre grandi quantita
di enzima ricombinante e l'uso di tecniche di ‘gésrgeting” per creare modelli di
topi knockout per studi preclinici della ERT. Athonente € disponibile la ERT per
| pazienti con malattia di Gaucher, di Fabry, dnpe e Mucopolisaccaridosi tipo |,
I, VI (Sly WS et al., 2002; Beck M, 2010). Nel99 a seguito della clonazione
del gene pe¥ o—L-iduronidasi, sono iniziati i primi studi sulle&RE nella MPS |.
La produzione su larga scala di questo enzimaae rsiessa a punto su cellule di
ovaio di criceto (CHO) utilizzando la tecnologid B&A ricombinante (Kakkis
ED et al., 1994). Lefficacia della ERT e statapiapa studiata in un modello
canino di MPS | al quale era stato somministrain,aadenza settimanale, la ERT
con laronidasi (rhIDUA), alla dose di 25 U/Kg (Ovg/Kg) successivamente
modificata a 100 U/Kg. Dopo circa 13 mesi gli arirtnattati si mostravano molto
piu attivi rispetto a quelli non sottoposti ad aldmattamento. Veniva rilevato,
inoltre, aumento di peso e miglioramento della lit@oarticolare (Shull RM et al.,
1994). Studi biochimici ed istologici hanno dinnatd captazione dellIDUA e

riduzione dellaccumulo di GAG nel fegato, renelzaji polmone, linfonodi ed
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articolazioni. In tutti gli animali trattati ersa¢h osservata la produzione di anticorpi
anti-rhIDUA, la formazione di immunocomplessi e tpnauria. Non venivano
osservate modifiche significative della sintomaj@la carico del sistema nervoso
centrale poiché lenzima non era in grado di atsae la barriera
ematoencefalica.

Alla luce dei risultati promettenti di questi stuaiel 2001 veniva iniziata da Kakkis
et al., la sperimentazione clinica con rhIDUA izipati affetti da MPS | (Kakkis
et al.,, 2001)In questo trial clinicdurono sottoposti alla terapia 10 pazienti (eta
compresa tra 6-23 anni) ai quali era stata sonnaitsidDUA ricombinante per via
endovenosa alla dose di 100U/kg a settimana (Odgi&gfsettimana). | primi
risultati (dopo 52 settimane di trattamento) dimstino una significativa
riduzione delle dimensioni di fegato e milza (rispamente del 25% e 20%).

Dopo appena quattro settimane di trattamento vesssarvata una riduzione del
60% dei GAG urinari e dopo 52 settimane tale rmh&irisultava in media pari a
63% (range 53 — 74%). Anche la motilita articolaseltava migliorata. Veniva
registrata, inoltre, una riduzione del 61% del manak episodi di apnea; solo uno
dei pazienti mostrava un peggioramento dell'aprg@ma. In tutti i 10 pazienti
era stato riscontrato un miglioramento variabile Haa 2 classi NYHA
dell'insufficienza cardiaca. Nei 6 pazienti in pta-pubere i tassi medi di crescita
risultavano aumentati da 2.8 cm/anno nella fas¢rgitemento a 5.17 cm/anno a
52 settimane e la crescita ponderale media paskavh66 Kg/anno a 3.83
Kg/anno. Non venivano osservati miglioramenti dpbicita corneale. Durante
guesto studio in tutti i pazienti, la somministoaE del farmaco aveva determinato
la comparsa di qualche effetto collaterale, seblaneffetti si mostravano meno
severi di quelli che si prevedevano sulla basei daglli effettuati sui modelli
canini. Tra gli effetti collaterali rilevati, le agioni di ipersensibilita al farmaco
erano le piu frequenti e comprendevano orticagarnente, febbre, brividi; tali
reazioni di semplice gestione, diminuivano nel ®mp quattro pazienti furono
trovati anticorpi specifici contro rhiIDUA, generame accompagnati da
attivazione subclinica del complemento (Kakkis let2001) Successivamente,

ulteriori esperienze hanno confermato l'efficaciladERT nel trattamento della
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MPS I; tra queste particolarmente significativésaltata quella legata allo studio
multinazionale, in doppio cieco, controllato coagalbo condotto su 45 pazienti
affetti da MPS | (Wraith JE et al., 2004). In daestudio i due gruppi (22 in
trattamento e 23 controllati con placebo) erano gemeamente distribuiti in
riferimento a eta, sesso e fenotipo clinico. Dapstlidio in doppio cieco, durato 26
settimane, il trattamento € stato esteso a wWfipazienti; i risultati di tale studio
furono sostanzialmente sovrapponibili con i dantati da Kakkis nel 2001. In
guesto studio inoltre veniva osservato, dopo 26nmsete di trattamento, nei
pazienti riceventi la ERT rispetto ai pazienti ahevevano il placebo, in media un
miglioramento di 38.1 metri durante il test del oaino dei 6 minuti (6MWT). Il
farmaco, che, inizialmente era stato fornito ddll@enzyme” per uso
compassionevole, € stato poi autorizzato allimiongsin commercio dalla Food
and Drug Administration (FDA) negli USA nell'aprig03 e dalla Commissione
Europea nel giugno dello stesso anno con il nordddirazyme. Attualmente e
noto, cosi come per le altre malattie lisosomiatilp quali € disponibile la ERT
(es. Malattia di Pompe, Mucopolisaccaridosi tipovll etc.), che i diversi organi
coinvolti nella MPS | rispondono in modo differeaiéa ERT e anche i tempi di
risposta sono differenti (es. 3 mesi per i GAGnE3i per la visceromegalia). La
variabilita di risposta al trattamento potrebberessorrelata alla differente capacita
di distribuzione dell'enzima ricombinante nei dai¢essuti coinvolti e all'eta in cui
viene iniziato il trattamento. Infatti, 'esperiengportata recentemente da Gabrielli
et al. sembra suggerire che ['inizio precoce defid, in particolare per le forme
attenuate, possa significativamente ritardare oithatéh prevenire l'insorgenza dei
segni clinici maggiori della MPS |, modificandotah modo la storia naturale della
malattia (Gabrielli et al., 2010). | risultati ripati in letteratura hanno mostrato che
il trattamento enzimatico con rhIDUA €& ben tollerata nei bambini che negli
adulti. Tra gli effetti collaterali rilevati, le @ioni di ipersensibilita al farmaco sono
le piu frequenti e comprendono febbre, reaziomired in corrispondenza del sito
di iniezione, rash, artralgie, cefalea, orticamarrente, dolore addominale, brividi;
tali reazioni, di semplice gestione, diminuiscom tempo. Dai dati riportati in

letteratura, risulta che il 93% dei pazienti ttattan rhIDUA sviluppa anticorpi
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anti-enzima della classe IgG; tuttavia, tali amgconon sembrano limitare
I'efficacia e la sicurezza della ERTlarke LA et al., 2009)Nel 2009 sono state
pubblicate le linee guida internazionali per ungadé management dei pazienti
con MPS | fluenzer J et al., 2009)
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2.6SCOPO DELLO STUDIO

| dati finora disponibili in letteratura sulleficia della ERT nella MPS | sono
relativi a poche decine di pazienti, peraltro tn@ leterogenei in riferimento alle
manifestazioni fenotipiche.Tali esperienze risgltaimolire, limitate nel tempo
essendo i primi risultati clinici rilevabili a pme dal 2001. Il Dipartimento di
Pediatria del’'Universita degli Studi di Napoli ‘@kerico II”, con la collaborazione
del Dipartimento di Medicina Clinica e Sperimentdla seguito 11 pazienti in
ERT per periodi variabili; in questo lavoro il nosbbiettivo € stato quello di
caratterizzare tutti i pazienti con MPS | dal putiteista molecolare per eventuali
studi di correlazione genotipo-fenotipo e valutatficacia e la sicurezza della
ERT con o-L-iduronidasi ricombinante in tutti i pazienti ttetti, al fine di

aggiungere il proprio contributo ai dati finoragtisibili in letteratura.
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2.7 PAZIENTI E METODI

2.7.1 Pazienti

Un totale di 11 pazienti affetti da MPS I, ciascud® quali con un diverso
grado di espressione fenotipica della malattiapssiati inclusi nello studio.
Otto pazienti erano pediatrici e tre pazienti eraadulti, seguiti
rispettivamente presso il Dipartimento di Pediatcian la collaborazione del
Dipartimento di Medicina Clinica e Sperimentale. IEERT con a-L-
iduronidasi ricombinante (rhIDUA) e stata iniziasalo in dieci pazienti
(Tabella 1 e Tabella 2. Degli otto pazienti pediatrici, 4 erano mascHi erano
femmine, con un range di eta compreso tra 4 e hDeanna media di 6 anni.
Dei pazienti pediatrici, il 75 % presentavano umofigpo severo. Tra i
pazienti pediatrici abbiamo:
= Un paziente di 10 anni (CM) con fenotipo intermedi@to a termine
da gravidanza normocondotta, da genitori non cangaeri; normale
I'acquisizione delle tappe dello sviluppo psiconmmo All'eta di 9
mesi era stata riscontrata cifosi dorso-lombarecrawania, facies
grossolana ed epatomegalia. Giungeva per la prioi@a ypresso il
Dipartimento di Pediatria dell’'Universita Federidali Napoli all’eta
di 17 mesi. All'esame obiettivo il paziente presema facies gargoile
simile, dolicocefalia, macrocrania, ipertrofia gesade, macroglossia,
epatomegalia, limitazione articolare al gomito dt@ralmente),
accentuata cifosi dorso-lombare. Sulla base dalmguelinico veniva
posto il sospetto di MPS I, confermato dal dosaggiofibroblasti
dellIDUA (0,07 nmoli/h/mg v.n. 29-478). A settengbrdel 2002,
all'eta di 4 anni, iniziava la ERT com-L-iduronidasi ricombinante.
L'esame ecocardiografico con Doppler, effettuato mmbmento

dell'inizio della terapia (), mostrava un ispessimento della porzione
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anteriore e basale del setto interventricolare rddg moderato, un
ispessimento dei lembi valvolari della mitrale ell’'derta con
ipomobilita dei lembi; rigurgito mitralico di lieveentita;, un
ispessimento dei lembi della tricuspide di gradavdi con rigurgito
tricuspidalico di lieve entita con pressione in wieolo destro pari a
26 mmHg; normali dimensioni delle cavita e spesgatietali. La
contrattilita risultava nei limiti. Il quoziente dviluppo, valutato a J
utilizzando la scala di Griffiths, era risultatorpa 76 (v.n. 94-100). Il
ritardo era stato determinato principalmente ddicdemotorio e di
coordinazione-performance. Adeguate all’'eta risalte le capacita
verbali, di ragionamento e sociali. L'esame auditioe (T,)
evidenziava ABR presenti in soglia a 80 dB SPL :1&100 dB SPL
in AD; timpanogrammi piatti, riflessi stapedialisasti. Tali rilievi
risultavano compatibili con un’ipoacusia di tiposta bilaterale piu
accentuata a destra. | potenziali evocati visiiE\(lP praticati con
stimolazione flash evidenziavano in entrambi gliclac tracciati
marcatamente ridotti in ampiezza per latenza. LaNRIdasale
evidenziava un quadro di leucoencefalopatia sec@ndaa
mucopolisaccaridosi per la presenza, a livelloadsbstanza bianca
sopratentoriale, sia a sede sottocorticale cheopdaf, di multiple
aree, iperintense nelle immagini DP e T2 dipendeotnpatibili con
focolai di demielinizzazione e/o gliosi. Si rilevavnoltre diffusa
dilatazione degli spazi perivascolari di Virchow#fa della sostanza
bianca sopratentoriale (soprattutto in regionegbafoccipitale), con
assottigliamento del corpo calloso. CM e statadatatcon ERT per

18 mesi.

Un paziente di 10 anni (CB) con fenotipo attenua#tip a termine, da
gravidanza normodecorsa mediante TC, da genitoricoasanguinei.
Normale acquisizione delle tappe di sviluppo psictario. A tre anni

riscontro di rigidita in flessione di tutte le ditelle mani, con
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impossibilita alla chiusura del pugno e all’estensi completa. Per
tale motivo praticava controllo clinico presso litén di Malattie
Reumatiche presso il Dipartimento di Pediatria 'deilversita
Federico Il di Napoli. Le indagini praticate ingabccasione (fattore
reumatoide, titolo antistreptolisinico, Vidal-WrighCIC, ANA, Ig
totali) risultavano tutte nella norma. All’esame baditivo veniva
rilevata macrocrania, limitazione della flesso esiene del gomito,
del ginocchio e della prono-supinazione del poldatdralmente,
limitazione all’estensione delle dita delle mason atteggiamento in
camptodattilia bilateralmente e limitazione funatanche a carico
dell'articolazione  scapolo-omerale  bilateralmenteNon  si
evidenziavano tumefazione articolari. La visita lestica rilevava la
presenza di distrofia corneale caratterizzata dauiteaccumuli
stromali. Sulla base del quadro clinico osservatmiva posto il
sospetto di MPS |, confermato dal dosaggio dei rpatsaccaridi
urinari, risultati elevati (193 mg GAG/g creatinjnan.: 65 + 17) e
dell'attivita enzimatica IDUA su leucociti, risutta patologica. La
diagnosi finale e stata: MPS |, tipo Scheie. L'@iaholecolare del
gene IDUA ha evidenziato la presenza delle mutazi@4dell2 e
G265R. A distanza di tre mesi dalla diagnosi haiato la ERT con
Aldurazyme. Per ulteriore inquadramento diagnospicaticava a §
valutazione psicomotoria (test WPPSI) che evidemziaeattivi
verbali 66, reattivi di performance 76 e riduziahegrado lieve dello
sviluppo psicomotorio (Ql = 68, v.n: 94 - 100). exrilevato inoltre
lieve deficit dell’attenzione e lieve difficoltecolo-motoria. L'esame
ECG risultava nella norma, mentre I'esame ecocgrdicco con
Doppler, mostrava il setto interventricolare aiitinalti della norma
(9 mm, v.n: 5.5 - 9), dilatazione dell'aorta ascemé (27 mm, v.n: 17
- 24), ispessimento dei lembi valvolari della mgrae dell’aorta.
Veniva inoltre osservata un’insufficienza mitralich grado lieve-

moderato con presenza di doppio jet e un’insuffizee della
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tricuspide di grado lieve. Le dimensioni delle ¢ave gli spessori
parietali risultavano normali (ventricolo sinistidD 36 mm, DS 22
mm; FA: 40%). La contrattilita era nei limiti. L’ase audiometrico
(T,) evidenziava un ipoacusia di trasmissione bilderaa RMN

encefalo effettuata prima dell'inizio della ERT @®nziava una
modesta riduzione del volume della sostanza bisopaatentoriale,
pil accentuata nelle regioni occipito-parietali,ncdilatazione ex
vacuo dei ventricoli laterali. Inoltre, nella sasta bianca
sopratentoriale profonda residua erano presenttipfaildilatazioni

degli spazi perivascolari di Virchow-Robin e sfumaperintensita
delle regioni peritrigonali e del corpo callosor pesmielinizzazione.
Risultava, inoltre modicamente ridotto il diametantero-posteriore
del forame occipitale per lieve ispessimento dsstiti ligamentosi
periodontoidei, in assenza tuttavia di compressmralterazioni di

segnale a carico della giunzione bulbo-midollar@. $tudio dei

potenziali evocati visivi (PEV) eseguito a,evidenziava un danno
della conduzione lungo le vie visive in entrambiagichi. CB ¢ stato

trattato con ERT per un periodo di 48 mesi.

Una bambina di 9 anni (IV) con fenotipo severo tlaericevuto la
diagnosi tardivamente, (alleta di 4 anni). IV ngieetermine da
gravidanza gemellare, da genitori non consanguiA#a nascita
praticava ecografia cerebrale risultata nella normda 5 mesi
intervento per ernia inguinale sinistra. A 6 mesniva riscontrato un
ritardo dello sviluppo psicomotorio, per tale metipraticava TC
cerebrale che evidenzia una dilatazione del IV neoib, cisti
cerebellare sinistra, associata ad idrocefalorti@lare trattato con
derivazione ventricolo-cisto-peritoneale sinistr®opo 6 mesi,
venivano riscontrati due ematomi subdurali sub{amainici
biemisferici, sinistro e per tale motivo la pazemeniva sottoposta

ad intervento neurochirurgico di evacuazione deghatomi. Le
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indagini neuroradiologiche effettuate successivamemcumentano
'avvenuta evacuazione delle raccolte ematiche Bsseaza di
idrocefalo e con segni di marcata atrofia cerebraligiava, quindi,
controlli periodici. Nel corso del follow-up per itiscontro di
macrocrania, dismorfismi del volto (aspetto del teola tipo
“gargoile”), ipertrofia gengivale, macroglossia,erfricosi diffusa,
ritardo psicomotorio, epatosplenomegalia con anampesitiva per
infezioni respiratorie ricorrenti veniva posto dspetto di malattia da
accumulo lisosomiale. Per un ulteriore inquadrametiignostico
veniva effettuato esame ecocardiografico che evidea una
modesta ipertrofia ventricolare sinistra e controticulistico che
rilevava la presenza di opacita corneali. La vaiiot@e cognitiva della
bambina attraverso la scala di Griffiths rilevava quoziente di
sviluppo di 33, indicativo di grave ritardo dellovilsppo
psicomotorio. Veniva effettuato dosaggio dei mudispacaridi
urinari che risultava patologico. Veniva pertantisio il sospetto di
MPS | confermato attraverso il dosaggio dell'atdvdellIDUA su
leucociti, risultato assente. L'esame molecolaré gene IDUA
evidenziava la mutazione W402X in omozigosi. Venpartanto,
all’eta di quattro anni, posta la diagnosi di MESigo Hurler. Data
I'eta della bambina (quattro anni) e per la preaedizgrave ritardo
cognitivo veniva esclusa la possibilita di effeteual trapianto di
cellule staminali ematopoietiche e veniva postacemlone per la
terapia enzimatica sostitutiva con Aldurazyme. &8’ di quattro anni
e sei mesi, dopo 2 mesi dall'inizio della terapiaimatica sostitutiva,
la paziente ha presentato progressiva iposteniquaitro arti con
peggioramento delle acquisizioni motorie gia moglesvoluta poi in
un quadro di tetraparesi completa. Praticava pertBRIMN encefalo-
midollo che evidenzia una stenosi del canale celwia livello della
giunzione e dei primi metameri cervicali. Lo stué@iettrofisiologico

documentava un’alterazione dei potenziali evoaagistrati a livello
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del midollo cervicale. Veniva posta diagnosi difeanza midollare a
quel livello. La paziente veniva sottoposta a wd@to chirurgico di
decompressione posteriore della colonna cervica}eC,€C,-Cs
(laminectomia decompressiva-C; e parziale ¢ associata a
stabilizzazione della colonnay©C, con barre metalliche e artrodesi.
Data l'inestensibilitd post-operatoria del rachckyvicale associata
alla macroglossia, in previsione di eventuali pthoe chirurgiche
veniva effettuata tracheotomia. Dopo linterven® paziente ha
recuperato in parte la motilita agli arti superiomentre agli arti
inferiori si € assistito solo a un modesto recupdetla motilita,
prevalentemente flessoria. Al controllo neuroramjoto post-
intervento, la RMN mostrava sistema ventricolare dicamente
dilatato, iperintensita di segnale gliotica in squriventricolare a
livello dei centri semiovali, soprattutto a sinsstr La piccola IV é

stata trattata con ERT per 48 mesi.

Un bambino di 6 anni (MF) con fenotipo severo claericevuto la
diagnosi di MPS | alleta di 3 anni. Nato alla 38ttsnana di
gestazione mediante PE, da gravidanza complicatamohaccia
d'aborto a 6° mese. All'eta di 8 mesi, veniva rigcato lineamenti
grossolani del volto, mani tozze, rigidita articelaalle dita delle
mani, epatosplenomegalia, cifosi, ernia ombeadiaalritardo dello
sviluppo psicomotorio di grado lieve-moderato. Alamnesi veniva
rilevato la positivita per infezioni respiratoriecarrenti. A 3 anni,
sulla base del quadro clinico veniva posto il stspdi MPS | presso
il Dipartimento di Pediatria dell’'Universita Fedawi Il di Napoli. II
dosaggio dei GAG urinari (423 mg GAG/ gr creatinina.: 65 + 17)
e dell'attivita del'IDUA su leucociti risultavanpatologici e pertanto
veniva confermata la diagnosi di MPS |, tipo Hurkerniziava il
trattamento con enzima ricombinante (Aldurazyme)analisi

molecolare del gene IDUA evidenziava la presendke deutazioni
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Q70X e R628X. Per ulteriore inquadramento diagoosgiraticava a
To valutazione psicomotoria (valutato mediante GRIAHS
MENTAL SCALE) che evidenziava ritardo dello svilupp
psicomotorio (QS = 66 v.n: 94 - 100). L'’esame EG<€ultava nella
norma, mentre 'esame ecocardiografico con Dopplavstrava un
ispessimento di grado lieve—moderato dei lembi olalv della
mitrale e cuspidi aortiche con ridotta escursiois¢ogliastolica. Le
dimensioni delle cavita e gli spessori parietadiuliavano normali.
L’esame audiometrico ) evidenziava un ipoacusia neurosensoriale
bilaterale. Al controllo oftalmologico veniva evitgata la presenza
di opacita corneale stromale diffusa in ambo gihbe¢OD > OS). Lo
studio dei potenziali evocati visivi (PEV) eseguéol, evidenziava
un danno della conduzione lungo le vie visive itranbi gli occhi.

MF e stato trattato con ERT per un periodo di 26im

Una bambina di 6 anni (DVM) con fenotipo grave. ldVnata a
termine mediante TC da gravidanza normocondotta &h6 mese,
complicata poi dalla comparsa di contrazioni urmnipotiroidismo
materno. Nel corso dei primi mesi di vita la piagbresentava
ricorrenti episodi di infezione delle prime vie eer Giungeva per la
prima volta alla nostra osservazione all’'eta dinidsi nel sospetto di
malattia da accumulo. Allesame obiettivo all’ingse la paziente
presentava note dismorfiche (fronte spaziosa e ipete, accenno
alla sinofria), macrocefalia, gibbo lombare, pdezidgidita articolare
in particolare all'arto superiore con ridotta capmacdi prono
supinazione, lieve epatomegalia ed ernia ombeliddéd corso del
ricovero veniva effettuata la valutazione del qeoi di sviluppo
risultata nella norma (QS = 90, eta di sviluppol@i mesi) e la
consulenza oculistica che evidenziava la presenppatita corneali
stromali, diffuse in entrambi gli occhi. La radiafja del bacino

evidenziava bilateralmente ipoplasia del segmemprazotiloideo
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dellileo con marcata spiovenza dei tetti acetabold’esame
ecocardiografico mostrava un lieve ispessimentdedphreti del
ventricolo sinistro; buona la cinesi e la funziodel ventricolo
sinistro; minimo jet da rigurgito tricuspidalico nadisiologico.
Apparati valvolari nella norma. In base al quadmico veniva posto
il sospetto di MPS | confermato dal dosaggio decomolisaccaridi
urinari, risultati aumentati (332 mg GAG/g creatij v.n. 65 + 17) e
dal dosaggio dell’attivita del'IDUA su leucocitiisultato assente. La
ricerca delle mutazioni del gene delllIDUA evidemza le mutazioni
Q70X e P496R, entrambe in eterozigosi. Veniva pé&staposta la
diagnosi di MPS |, tipo Hurler e iniziava ERT corarbnidasi
(Aldurazyme). In considerazione dell’eta della bamab(< 2 anni) e
del quadro clinico (in particolare l'assenza di @oomissione
neurologica), la bambina veniva considerata eleiggjer trapianto
di cellule staminali ematopoietiche. Ha pratical®TEper 4 mesi ma
dopo soli tre mesi di trattamento € stata sott@padteta di 16 mesi,
a trapianto di cellule staminali ematopoietiche oliati da donatore

non correlato presso I'Ospedale San Gerardo di lslonz

Una bambina di 5 anni (DF) con forma grave di MPBH era nata a
termine da gravidanza normocondotta. Normale l'exione dei
fenomeni perinatali. A 12 mesi, per la presenzamaicrocefalia,
caratteristiche dismorfiche del volto, gibbo doesalritardo

psicomotorio e anamnesi positiva per infezioni elehllte vie

respiratorie, riceveva la diagnosi di MPS |, confata dal dosaggio
dei mucopolisaccaridi risultati aumentati (184 mg@&g creatinina,
v.n. 114 = 17) e dallassenza totale dell’enzima@JMsu linfociti.

Veniva cosi posta la diagnosi di MPS |, tipo Hurlea ricerca delle
mutazioni del gene dell’alfa-L-iduronidasi evidesnza le mutazioni
Q70X e P469R, entrambe in eterozigosi. Giungeva albstra

osservazione, all’'eta di 15 mesi, per iniziareattamento con enzima
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ricombinante. All'ingresso veniva effettuata ecdgradelladdome
che evidenziava epatomegalia; la radiografia delnmaevidenziava
un’ipoplasia del segmento sopracotiloideo dell’jléamteralizzazione
ed ipoplasia del nucleo epifisario femorale. Venpeatanto posta la
diagnosi di displasia dellanca bilateralmente. dame
ecocardiografico, escludeva la presenza di anoreatledinamiche di
rilievo. La valutazione psicomotoria evidenziava leve ritardo
psicomotorio (QS =71, v.n. 94 — 100) e un etavduppo di 11 mesi
e %. La RMN encefalo evidenziava la presenza docelalo
tetraventricolare con prevalenza sovratentorialertamto veniva
sottoposta ad intervento di derivazione ventriquoitoneale. Dopo
un’attenta valutazione del quadro clinico dellacpia e data I'eta (15
mesi), la bambina risultava eleggibile per il teagd di cellule
staminali. Dopo 6 mesi di terapia con ERT riceveaflieta di 21
mesi, il trapianto di cellule staminali ematopaibg presso

I'Ospedale San Gerardo di Monza.

Una bambina di 4 anni (DLI) con fenotipo severaana termina da
gravidanza normodecorsa mediante TC. A 2 mesiyvaenscontrata
ernia inguinale sinistra riducibile, corretta clngicamente. A 6 mesi,
veniva rilevato soffio cardiaco e per tale motivatgava ecocardio
che evidenziava un prolasso del lembo posterioréa dealvola
mitralica con insufficienza di grado moderato serdikatazione
dell'atrio sinistro. Successivamente per il riscondi lineamenti
grossolani del volto associato a limitazione didgrdieve della
prono-supinazione in entrambi gli avambracci, vanigosto |l
sospetto di malattia d’accumulo, confermato dal adg® dei
mucopolisaccaridi urinari, risultati patologici 0mg GAG/g
creatinina) e dal dosaggio dell'alfa L-iduronidasiu linfociti,
risultata assente (0 nmol/h/mg di proteine). L'@aholecolare del

gene IDUA evidenziava la presenza delle mutazior0Qe P469R.
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Veniva pertanto posta la diagnosi di MPS I-H eiava la terapia con
ERT. Dopo circa tre mesi dall'inizio della terap@mzimatica, la
piccola € stata sottoposta all’eta di 12 mesi aidardo di cellule
staminali ematopoietiche midollari presso I'Ospedaan Gerardo di

Monza.

= Un bambino di 4 anni (LS) con fenotipo severo, natdermine
mediante TC da gravidanza normodecorsa, da gegbosanguinei.
Anamnesi perinatale riferita nella norma. Alla n&sciscontro di
ernia ombelicale. A 6 mesi intervento di ernia iimgle
bilateralmente, successivamente recidivate. A 8i mssontro di
gibbo dorsale, epatomegalia, mani tozze e aspetissglano del
volto. Anamnesi positiva per infezioni respiratorieorrenti. A 14
mesi, riscontro di RSPM. Sulla base del quadracdineniva posto il
sospetto di malattia d’accumulo. Praticava pertahtbosaggio dei
GAG urinari risultati fortemente patologici (781 mGAG/ gr
creatinina; v.n.: 65 £ 17); il dosaggio dell’atté&vienzimatica IDUA su
leucociti risultava patologico (0 nmol/h/mg protin La diagnosi
finale & stata MPS I, tipo Hurler. L’analisi moléae del gene IDUA
evidenziava la presenza della mutazione ¢.1171 iRdCEATGG in
omozigosi. All'etd di 21 mesi, poiché il piccolaegentava un
adeguato quoziente di sviluppo (QS = 81 valutato GRIFFITTHS
MENTAL SCALE) e stato sottoposto a trapianto dildel staminali
ematopoietiche midollari da donatore familiare poeda Clinica
Pediatrica dell'Ospedale San Gerardo di Monza.uestp paziente

non é mai stata effettuata la ERT con rhiDURljella 1).

Dei tre pazienti adulti, 1 paziente era femmindi aligi due pazienti erano maschi
con eta media di 29 anni. Dei pazienti adulti,i foptesentavano una malattia

attenuata:
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» Una paziente (MC) con fenotipo intermedio, nataeamine da
gravidanza normocondotta, da genitori non consareguilla nascita
veniva riscontrato macrocefalia ed ernia ombelicalketa di 2 anni,
veniva evidenziata facies grossolana, macrocefalia,
epatosplenomegalia, gibbo dorsale, lieve limitagiarticolare del
movimento di prono-supinazione degli arti supersmtteggiamento
in flessione del quinto dito della mano sinistra Visita oculistica
evidenziava la presenza di opacita puntiformi ellov corneale,
'esame audiometrico rilevava timpanogramma piitateralmente
con assenza dei riflessi stapediali. Sulla base gieldro clinico
veniva effettuato il dosaggio su fibroblasti dé&lUWA, risultato
profondamente carente e veniva posta diagnosi diS MPtipo
Hurler/Scheie. Nel maggio del 2003, ovvero all'ata 24 anni,
iniziava ERT con Aldurazyme. L'esame ecocardiog@fDoppler,
effettuato all'inizio della terapia ¢J evidenziava lembi valvolari
mitralici notevolmente fibrosclerotici, prolassasistolico del lembo
posteriore; valvola tricuspide con inserzione aé&h lembo laterale
che mostrava prolasso olosistolico; insufficienzaitratica e
tricuspidalica lieve-moderata, insufficienza aatie polmonare di
grado lieve-moderato; si registrava inoltre un nstol@umento della
pressione sistolica del ventricolo destro ed uratipfia eccentrica
del ventricolo sinistro; radice aortica e valvodsrslunari sclerotiche.
Atrio sinistro con dimensioni aumentate in sensani-caudale e
ventricolo destro lievemente dilatato. Veniva postagnosi di
“insufficienza cardiaca di Il grado NYHA”. La panite € stata trattata

con ERT con laronidasi per 16 mesi.

» Un paziente (CR) con fenotipo lieve, nato pre-teencon TC da
genitori non consanguinei; normale lo sviluppo psiotorio. All'eta
di 6 anni e 4 mesi il paziente presentava una miatologia

caratterizzata da compromissione della motilitdedatticolazioni di
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entrambe le mani; successivamente riceveva la dgagh sindrome
del tunnel carpale. Durante i controlli clinici sessivi veniva
rilevato anche un ispessimento dei lembi valvafaitralici. A 7 anni
e 2 mesi si assistiva ad un peggioramento dellapommissione
articolare, in particolare delle interfalangee gro®li e distali e delle
metacarpo falangee, con atteggiamento in flesseowificolta alla
prensione. Veniva rilevato, inoltre, un atteggiatan flessione delle
ginocchia. Sulla base del quadro clinico venivatpal sospetto di
MPS |, confermato, poi, dal dosaggio dei mucopotisaidi urinari,
risultati patologici (17 mg/24 ore, v.n. 3,3 £ 1tta 5 e 7 anni; 5,2 +
1,6 tra 7 e 9 anni) e dal dosaggio dell'attivitdl’'de-L- iduronidasi
risultata carente (0,75 nanoU v.n. 28-112). L'aiatnolecolare del
gene IDUA evidenziava la presenza delle mutazioiirgs12 e la
mutazione di senso P496R. La diagnosi finale &statMPS |, tipo
Scheie. All'eta di 19 anni, ha iniziato la ERT danonidasi. L’'esame
ecocardiodoppler effettuato all'inizio della teragily) evidenziava la
presenza di lembi valvolari mitralici e aortici rpeogeni e
lievemente ispessiti, con apertura del lembi coradar insufficienza
mitralica lieve-moderata, insufficienza tricuspidal lieve; lieve
dilatazione atriale sinistra e delle camere de<ife.e stato trattato
con ERT per un periodo complessivo di circa 6 ammi;questo

paziente la compliance alla ERT e risultata scersdcuni periodi.

Un paziente (MR) con fenotipo attenuato, nato amimee da
gravidanza normodecorsa da genitori non consanguiermale
acquisizione delle tappe dello sviluppo psicomatofill’eta di 4 anni
circa il paziente presentava sintomatologia caiattata da evidente
limitazione articolare a livello di gomito, spakemani bilateralmente,
lieve limitazione delle articolazioni coxo-femorali delle ginocchia,
facies caratteristica, lieve epato-splenomegalf@siclombare, lieve

ispessimento della valvola mitrale ed aortica, @pacorneale con
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normale sviluppo psicomotorio. Sulla base del goatinico, veniva
posto il sospetto di MPS tipo |, confermato poi] dasaggio dei
mucopolisaccaridi urinari, risultati patologici:30 mg/24 ore (v.n. <
10 mg/ 24 ore) e dal dosaggio dellattivita dellJB risultata
indosabile. L’analisi molecolare del gene IDUA endiava la
presenza della mutazione R89Q in omozigosi. Lagrdhai finale e
stata MPS |, tipo Scheie. A giugno del 2004, al'éi 28 anni, il
paziente ha iniziato la terapia enzimatica sostd@utcon o—L-

iduronidasi ricombinante ed e stato trattato cod pr un periodo di
5 anni; in questo paziente la compliance alla ERfisultata molto

rigorosa Tabella 2).
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2.7.2 Metodi

In 10 pazienti pazienti € stata somministrata ritdDddn cadenza settimanale
(= 3 giorni) per via endovenosa alla dose di 100taJKkg (0.58 mg/kg)
diluito in una soluzione fisiologica (cloruro di dio 0.9%) contenente
albumina umana sierica allo 0.1%; il volume di Bine totale
somministrato € stato di 100 ml (nei pazienti fan@0 Kg) e di 250 ml nei
pazienti di peso superiore. La velocita inizialendusione, pari a 2 U/Kg/h, é
stata incrementata (in assenza di reazioni avvéirsg)ad un massimo di 43
U/Kg/h; il volume totale di infusione e stato somistrato in circa 4 ore ed il
paziente e stato monitorato (pressione arteriosaguénza cardiaca e
frequenza respiratoria) ogni 15 minuti duranteranp ora e ogni 30 minuti
per le successive ore fino a 30 minuti dopo la dal¥infusione. Tale terapia
e stata somministrata in ambiente protetto contprdisponibilita di presidi
rianimatori. In tutti i pazienti é stata effettua@® premedicazione, circa
un'ora prima dell'infusione, con farmaci antistamin(difenidramina o

idrossilazina) e antipiretici (paracetamolo).
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2.7.3 Analisi mutazionale del gene IDUA

In tutti i pazienti, I'estrazione del DNA genomida sangue intero e stato
ottenuto secondo la metodica del “salting out” désc da Miller e
collaboratori (1988) (Miller SA et al., 1988).

L’analisi molecolare del gene IDUA, é stata praacpresso il Dipartimento
Assistenziale di Medicina di Laboratorio & Centro Ricerca CEINGE
dell'Universita Federico 1l di NapoliResponsabile: Prof.ssa Paola Di
Natale).
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2.7.4 Programma di valutazione basale e di follow-ulei

pazienti con MPS |

Per i pazienti con MPS | in trattamento con ERTaéoselaborato il seguente

programma di follow-upTabella 3) :

= QOgni 6 mesi controlli dei parametri auxologici el@i comuni esami
ematochimici e bioumorali, con particolare atteneio alla

funzionalita epatica e renale.

= (Ogni 6 mesi valutazione della epatosplenomegalkdl, edcrezione

urinaria dei GAG e dell’eventuale coinvolgimentadiaco.

= Una volta all'anno, esecuzione di indagini e coesmaé specialistiche
per la valutazione della motilita articolare, lsistenza all’'esercizio
fisico, la funzionalita respiratoria, il coinvolganto neurologico,

oculare e otorinolaringoiatrico.
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Interessamento neurologico

Il coinvolgimento neurologico e stato valutato mlamente, con indagini
radiologiche (TC e RMN) e/o con indagini elettradlsgiche, comprendenti i
Potenziali Evocati Visivi (PEV). In tutti i paziéane stato valutato il

guoziente di sviluppo.

Interessamento respiratorio

hY

Il coinvolgimento respiratorio e la sua evoluzionel tempo € stato
esaminato oltre che con valutazione di segni @sintlinici anche mediante
specifiche indagini quali: radiografia standard @ &d alta risoluzione del
torace, e quando possibile anche con test di faa#itd polmonare e
polisonnografia. Nei pazienti sottoposti a polisogwafia, € stato valutato
I'indice di apneal/ipopnea (A.H.l.) che valuta ilmero degli episodi di
apneal/ipopnea registrati in un’ordono statconsiderati patologici un AH#t

10 eventi per ora in pazienti con eta <15 amnil® eventi per ora in pazienti

con eta> 15 anni.

Interessamento cardiaco

E’ stato valutato con esame clinico specialistaleftrocardiogramma (ECG)
ed ecocardiogramma. Il grado di insufficienza cdi € stato valutato

secondo le classi della New York Heart Associa(dWHA).

Interessamento articolare

La motilita articolare e stata valutata attravemssurazioni con goniometro

degli angoli di estensione/flessione, abduzionelamshe, intra/extra-
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rotazione delle principali articolazioni (polso, mgibo, spalla, anca,

ginocchio, piede).

Capacita funzionale

Per la misurazione della capacita funzionale éatétizzato il “six-minute
walking test (6MWT)” che consiste nel valutare cianetri il paziente

riesce a percorrere in 6 minuti (v.n. > 320 mieté minuti).

Escrezione urinaria dei GAG

E’ stata valutata in mg/gr creatinina su raccokdiedurine delle 24 ore o su
campione estemporaneo di almeno 50 cc. Tale mism@a2 stata effettuata
presso il Dipartimento Assistenziale di Medicina kaboratorio dalla

Professoressa Paola Di Natale.

Epatosplenomegalia

L’epato-splenomegalia e stata valutata attravemdagine ecografica. Sono
stati presi in considerazione il diametro longihade del lobo dx del fegato e

guello longitudinale della milza.

56



TABELLA 1 — Caratteristiche dei pazienti pediatrici con MPS |

QUADRO CLINICO
R R . @)
PZ | SESSO ETA | FENOTIPO GENOTIPO ETA ETAALLA  TERA ;G? o (:; >
(anni) ESORDIO | DIAGNOSI PIA > 0O T =
con o 23 Y o) ;
ERT Z mO T % o N
(mesi) o B3 < > >0
> m - Xz
— >
>
e ™ 6 H/S NP 8 mesi 17 mesi 18 ++ | o+ - |+ +++
i M 10 S 134de5IEZ/GZG 3 anni 5 anni 48 + + - + ++
W402X / : .
v F 9 H W402X 6 mesi 4 anni 48 ++ + ++ + ++
MF M 6 H Q70X / R628X 8 mesi 3 anni 24 + + + + ++
. . 3+
DVM F 6 H Q70X / P496R 8 mesi 11 mesi HSCT + + - + ++
. . 6+
DF F 5 H Q70X / P469R 6 mesi 12 mesi HSCT + + + + +
. . 3+
DLI F 4 H Q70X / P469R 6 mesi 7 mesi HSCT - + - + +
c.1171 1172in
SCCATGG / . .
LS M 4 H ¢.1171_1172in 6 mesi 17mesi HSCT + + + + +
SsCCATGG

H=Hurler;H/S= Hurler/Scheie; S= Scheie;
RSPM = Ritardo dello sviluppo psicomotorio; M, mashbio; F, femmina; ERT= Terapia Enzimatica Sostitutiva; NP, non praticato; HSCT = trapianto di cellule saminali
ematopoietiche; - : assente; +/-: non ben definita-: lieve; ++: moderato; +++: severo
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TABELLA 2 — Caratteristiche dei pazienti adulti con MPS |

QUADRO CLINICO
. . ) O
Pz SESSO @ ETA | FENOTIPO @ GENOTIPO ETA ETA ALLA TERA é'% o g > -
(anni) ESORDIO | DIAGNOSI PIA > OO T A=
Z o U pu w) 4=
con 5 2 5 2 aF
ERT £ m2o I & oK
m > 4 < > ; o
£ m> 4 32
— >
>
F 25 H/S NP 2 anni 2 anni e S T VA R it
mesi
974ins12 / . ) )
M 25 S PA96R 6 anni 7 anni 6 anni + + - + +
M 31 S R89Q / R89Q 3 anni 3 anni 5 anni + + - + +++

H=Hurler;H/S= Hurler/Scheie; S= Scheie;
RSPM = Ritardo dello sviluppo psicomotorio; M, mashio; F, femmina; ERT= Terapia Enzimatica Sostitutiva; NP, non praticato; - : assente; +/-: non ben dimito; +: lieve;
++: moderato; +++: severo
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TABELLA 3

Programma basale e di follow-up per i pazienti comMPS |

Valutazione Ogni Ogni Ogni
basale 6 mesi anno 2 anni
Anamnesi
= Dosaggio enziatico X
= Analisi molecolare
Esame fisico generale e parametri vitali
Parametri auxologici
(Peso, altezza, circonferenza cranica)
Routine ematochimica
Valutazione neurologica
= Esame neurologico X X
* Test psicometrici X X
* RMN encefalo, rachide, TC X
cranio e/o giunzione atlanto- X
occipitale
Valutazione oculistica
(Acuita visiva, pressione oculare, fondo X X
oculare)
Valutazione respiratoria
= FCV/IFEV1 X X
= Polisonnografia X X
Valutazione cardiologica
= ECG X X
= Ecocardio X X
Valutazione apparato locomotore
= Visita fisiatrica e mobilita X X
articolare
= Six-minute walking test X X
Escrezione urinaria dei GAG X X
Valutazione volume fegato e milza X X

(ecografig)




2.8 RISULTATI

In questo nostro lavoro, descriviamo i risultatilaefficacia e la sicurezza
della ERT con laronidasi in pazienti affetti da MR S3rattati per periodi di
durata differente. L& abella 1 e 2riportano le caratteristiche allzaseline
dei pazienti inclusi nel presente studio. Il 55%i gazienti arruolati
presentava un fenotipo severo, mentre il 45% ptaganun fenotipo
attenuato (27% MPS I-S e il 18% con MPS | H/S).

Degli undici pazienti arruolati, quattro paziengaduatrici (DVM, DF, DLI,
LS), dopo solo pochi mesi di trattamento con ERIhosstati sottoposti con
successo ad HSCT e hanno continuato il follow-ulladeatologia di base
presso il centro trapianti di Monzd& gbella 1).

Il paziente pediatrico CM, che presentava un f@aotttenuato, dopo 17
mesi di trattamento € deceduto per una grave mrfiezirespiratoria, non
correlata al trattamento enzimatico. La piccola tdpo 6 mesi dall'inizio
della ERT con laronidasi, per motivi logistici hantinuato il follow-up
presso un altro centro di riferimento per patologiee. La paziente adulta
MC, che ha iniziato il trattamento con laronidaai’eta di 23 anni, ovvero
dopo anni di progressivo accumulo, € deceduta dépmesi di ERT per una
grave insufficienza cardiaca. In tutti i pazientipiacita corneale é risultata
stazionaria. La valutazione audiologica esplora¢aliante potenziali evocati
(ABR, auditory brainstem response) e risultataanetbrma nei pazienti CB,
CR, MR mentre in un solo paziente (MF) ha evidewzian quadro di
ipoacusia neurosensoriale bilateralmente.

Il trattamento con laronidasi & stato ben tolleegicuro nella maggior parte
dei pazienti. Solo tre pazienti (CB, MF, CR) hammesentato nel corso delle
prime 8 infusioni qualche effetto collaterale dué entita. In particolare nei
pazienti MF e CB durante la terapia é stato regpistun lieve rialzo termico,

mentre il paziente CR nel corso delle prime infasimanifestava rash
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cutaneo, che facilmente regrediva con il rallentaimedella velocita di

infusione.

Interessamento neurologico

Nel paziente CM, dopo 1 anno di terapia, la RMNegalo ha mostrato un
aumento dell'iperintensita in regione frontale sira a sede sottocorticale,
compatibile con un aumento dei focolai di demielnaizione e gliosi. Sono
risultati invariati la dilatazione degli spazi neuascolari, I'ipoplasia del
corpo calloso e la macrocrania. La RMN encefalgesa a T3 ha mostrato
una netta riduzione della sostanza bianca corttimorticale e una
notevole riduzione di volume del corpo calloso. UReva invariato
I'idrocefalo ventricolare sopratentoriale. L'EEGegsito dopo 12 mesi di
ERT mostrava un’attivita elettrica cerebrale didgas veglia e sonno, male
organizzata compatibile con una situazione di seffea aspecifica diffusa.
L'analisi dei potenziali evocati visivi (PEV) esefgual T,, Tg e a T, non ha
mostrato sostanziali modifiche. Il test per la vahione dello sviluppo
mentale (TEST WPPSI), effettuato dopo 13 mesi dilf ERa evidenziato
lieve ritardo mentale (QlI = 68) dovuto principalmteralla difficolta nel
riconoscimento degli stimoli sia uditivi che visivi

Nel paziente CB, dopo 48 mesi di ERT, la valutagioneurologica
evidenziava un quadro caratterizzato da notevolmpcomissione della
motricita sia grossolana che fine motoria ma cdffictente coordinazione
occhio - mano. La deambulazione risultava nellamagrpossibile sia su
punte che talloni. La valutazione dei nervi cramisultava del tutto normale.
La valutazione della forza, del tono e del trofisagli arti superiori ed
inferiori & risultata nella norma. Normoelicitabitisultavano i riflessi
osteotendinei. Il Ql, valutato mediante TEST CPM COLOURED
PROGRESSIVE MATRICES, e risultato ai limiti inferiodella norma per
eta (Ql =70), ovvero stazionario in confronto al@utazione basale. Lo

studio neuroradiologico, eseguito mediante RMN, cdo#8 mesi di
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trattamento con enzima ricombinante ha mostratéiaussimo incremento
volumetrico di alcune dilatazioni di spazi perivalsei di Virchow-Robin a
carico della sostanza bianca paratrigonale bilktenate, mentre risultavano
sovrapponibili le altre multiple dilatazioni, locatate nella sostanza bianca
dei lobi occipitali, frontali, parietali e nel cargalloso. Risultavano del tutto
invariati, il grado di ispessimento dei tessutiahgentosi e capsulari peri-
odontoidei e conseguentemente anche il diametrofataime occipitale.
L'analisi dei potenziali evocati visivi (PEV) esegjal T,, e T4 ha mostrato
un lieve peggioramento dei reperti elettrofisiotgiompatibile con un grave
danno della via esplorata. Lo studio elettrofisgpd@ del nervo mediano,
eseguiti al T, e T4g ha evidenziatoreperti elettrofisiologici compatibili con
una sofferenza del nervo mediano di grado severoeal estremo a sx.

Nel paziente MF , dopo 24 mesi di ERT, la valutagimeuro-psicologica ha
evidenziato un lieve peggioramento del quozient&wluppo (QS = 54),
valutato mediante la somministrazione delle scae la valutazione dello
sviluppo mentale GRIFFITHS, con particolare pegagmento nelle aree del
linguaggio e del ragionamento pratico, mente I'aneggiormente adeguata e
risultata essere quella personale sociale. In questiente la valutazione
clinica neurologica ha evidenziato @ € a T4 la presenza di normale
deambulazione e I'esplorazione dei nervi cranicisaltata non patologica.
La valutazione del tono, della forza e del trofisiagli arti superiori ed
inferiori non ha mostrato alcuna alterazione. | R@Jli arti superiori ed
inferiori sono risultati ipoelicitabili verosimilnmee a causa delle limitazioni
della mobilita articolare. La RMN encefalo effetina T ha evidenziatan
corrispondenza della sostanza bianca sopratem@agirattutto profonda ed
in minor misura sottocorticale, multipli focolai diismielinizzazione;
dilatazione diffusa degli spazi perivascolari dirdiow-Robin a carico di
entrambi gli emisferi ed in minor misura al corpall@so; dilatazione degli
spazi liquorali periferici ai nervi ottici i cui ggsore e segnale sono risultati
tuttavia normale. Ridotto il diametro antero-poster del forame occipitale,

in assenza tuttavia di compressioni o alterazionsedfjnale a carico della
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giunzione bulbo-midollare. In questo paziente natato possibile effettuare
ulteriori valutazioni neuroradiologiche. Lo studitettrofisiologico del nervo
mediano, eseguiti apTevidenziava reperti elettrofisiologici compatibion
una sofferenza del nervo mediano di grado mediatdrtimente. Dopo un
anno di ERT, lo studio della velocita di conduziatel nervo mediano ha
evidenziatouna marcata progressione della sofferenza del nemdiano
bilateralmente, in quanto i reperti elettrofisialmgmostravano un quadro
compatibile con una sofferenza del nervo medianogdido estremo
bilateralmente.

In CR la valutazione neurologica non ha evidenzsaigni di patologia focale
e sistemica a carico del sistema nervoso centragberderico. La RMN
encefalo eseguita dopo 24 e 48 mesi di trattamemém ha mostrato
significative variazioni del reperto neuroradiology evidenziando una lieve
riduzione del volume della sostanza bianca in sedeeto-occipitale
bilaterale. Non erano evidenti aree di alteratonaky a carico del tessuto
nervoso. Regolare la mielinizzazione cerebellolmale. Risultava
lievemente ridotta I'ampiezza del forame occipitaeladel tratto cervicale
superiore in senso antero-posteriore in corrispongle del dente
dell'epistrofeo per la presenza di ispessimento t@ssuti ligamentosi
periodontoidei, in assenza tuttavia di segni dapressione sulle strutture
della giunzione bulbo-midollare il cui segnale lisua normale. | potenziali
evocati visivi da flash, effettuati dopo 24 e 48 smeli ERT, hanno
evidenziato in ambo gli occhi una risposta di laeeraumentata, e di
ampiezza lievemente inferiore ai limiti della normd.o studio
elettrofisiologico del nervo mediano ha mostratoaibasale che dopo 5 anni
di trattamento con enzima ricombinante normali regdettrofisiologici.

In MR la valutazione neurologica non ha evidenziagmni di patologia
focale e sistemica a carico del sistema nervostratere periferico. Veniva
tuttavia segnalata la presenza di segni da rifeaireeuropatia del nervo
mediano bilateralmente. In questo paziente, infattstudio della velocita di

conduzione del nervo mediano, eseguito dopo 2 enbdi trattamento con
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ERT, ha evidenziato reperti elettrofisiologici caatipili con una sofferenza
del nervo mediano di grado severo da ambo i latiRMN encefalo, eseguita
a T, e a ko, non ha mostrato significative variazioni del reperteuro
radiologico, evidenziando una lieve riduzione delume della sostanza
bianca con dilatazione ex vacuo del sistema vet#iie sopratentoriale con
prevalenza del ventricolo laterale di sx. A liveltella sostanza bianca
sopratentoriale, a sede periventricolare ed altermradiate, con prevalenza
retrotrigonale, venivano osservate multiple aredisinielinizzazione. Erano
inoltre evidenti multiple fini dilatazioni degli sgi perivascolari di Virchow-
Robin a carico della sostanza bianca sopraterdosaprattutto profonda.
Risultavano infine, ispessiti i tessuti ligamentpsriodontoidei, con modesta
riduzione dell’ampiezza dello spazio subaracnoideteriore antistante la
regione bulbo-midollare, in assenza tuttavia dinse@ compressione sulle

strutture della giunzione bulbo-midollare il cugsale non risultava alterato.

Interessamento respiratorio

Nel paziente CM, di eta pediatrica, durante il paoi di trattamento abbiamo
osservato un incremento degli episodi di apnea mfdizioni respiratorie.
Purtroppo, il paziente € deceduto dopo 17 mesrdipia per I'insorgenza di
un’ernia postero-laterale epatica complicata catetthsia da compressione
del polmone destro~{gura 8). Resta da chiarire se tale complicanza sia da
attribuire alla malattia di base o se, invece, isiaapporto alla iniziale
diminuzione di volume epatico conseguente alla piarafavorendone
I'erniazione nell’emitorace destro.

Nel paziente CB, la valutazione della funzionalispiratoria mediante
spirometria e stata effettuata solo dopo 4 anniimialo della ERT, ed &
risultata nella norma. In questo paziente non & sp@ssibile eseguire la

polisonnografia.
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Anche nel paziente MF non é stato possibile pregicka valutazione
spirometrica poiché il piccolo non é risultato imado di effettuare tale
indagine. In questo paziente la valutazione pohsgnafica, effettuata dopo
12 mesi di trattamento con laronidasi, ha eviddgozia presenza di 23
ipopnee e 39 apnee ostruttive, con indice di apmgapnea = 7.8; sulla base
di tali risultati € stata posta diagnosi di disturespiratorio durante il sonno,
caratterizzato prevalentemente da eventi di tiputisvo di grado medio.

Nel paziente CR, la valutazione spirometrica aifgtt a §ha evidenziato un
coinvolgimento polmonare di tipo restrittivo diVie entita. Dopo 4 anni di
trattamento si € osservato una normalizzaziona @ietizionalita respiratoria.
In questo paziente inoltre, I'esame polisonnogoatitettuato dopo 2 e 4 anni
di trattamento é risultato sempre nei limiti deiarma con AHI = 4.6. Infine
nel paziente MR, la valutazione della funzionali@spiratoria mediante
spirometria ha evidenziato alla baseline un quadsirittivo di grado
moderato (FEV 1 = 3,73; FEV 1/FVC = 80%). Doponhiadi trattamento, il
quadro respiratorio € risultato stazionario. In gjae paziente la
polisonnografia effettuata ajTevidenziava la presenza di 107 apnee
ostruttive e un AHI = 15.8, per cui veniva fattaaghosi di sindrome
dellapnea ostruttiva da sonno di grado lieve. D&panni di trattamento
enzimatico, € stata ripetuta la polisonnografia dfe evidenziato un
significativo miglioramento della funzionalita resgioria, registrando 12

apnee ostruttive e 3 apnee miste con un total® dpnee e un AHI = 2.4,

Interessamento cardiaco

Nel paziente CM l'esame ecocardiografico @ € a Tg ha mostrato un
guadro invariato rispetto a quello registrato ahpe T,. Nel paziente CB,
dopo 8 mesi di trattamento si € osservato una ri@zazione delle
dimensioni del setto interventricolare {9 6.3 mm; v.n.: 5.5 - 9), mentre
I'ispessimento dei lembi valvolari della mitraledella aorta e I'insufficienza

mitralica sono risultati invariati. Nella pazien#C dopo 6 mesi di ERT,
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'esame ecocardiografico ha evidenziato un maraatoento della pressione
sistolica del ventricolo destro; dopo 12 mesi di TERa paziente ha
manifestato dispnea da sforzo e successivamenpaeadisingravescente in
condizioni di normale attivita fisica ed infine dmc a riposo. Per la
persistenza di tale sintomatologia la pazientea¢assottoposta ad esame
ecocardiografico che ha mostrato una dilatazioatible severa, dilatazione
del ventricolo destro e linsufficienza tricuspidalinizialmente lieve, ha
subito un peggioramento. E stata, inoltre, rilevata pressione nell’arteria
polmonare sistolica di 100-110 mmHg. La pazientephesentato, inoltre,
dispnea ingravescente che ha richiesto la sommamishe di ossigeno-
terapia. Conseguentemente [linsufficienza cardidca mostrato un
aggravamento passando dalla classe NYHA 1l allaSllccessivamente, la
paziente ha mostrato un progressivo peggioramerglyindufficienza
cardiaca che ne ha determinato I'exitus dopo 16 aieSRT. Nel paziente
MF, dopo 24 mesi di ERT, la patologia valvolare aia della valvola
mitralica e delle cuspidi aortiche e rimasta detotunvariata, mentre si €
osservato nel tempo un lieve ispessimento delleedsioni del setto
interventricolare (SIV = 10 mm; v.n.: 5.5 — 8.5a kontrattilita cardiaca e
risulta nella norma. Nel paziente CR la gravitaladefalvulopatia non ha
subito significative variazioni nel tempo. Nel paie MR la valutazione
cardiologica effettuata al T ha mostrato: ispessimento dei lembi della
valvola mitralica ed aortica, insufficienza mitcai lieve-moderata ed
insufficienza aortica lieve. Dopo circa 5 annildakio della terapia si
osservato un lieve peggioramento dell'insufficienaartica da lieve a
moderata, mentre l'insufficienza mitralica € riatdt stazionaria nel tempo.
Anche lispessimento valvolare mitralico ed aortiéorisultato stazionario
durante il lungo periodo di trattamento. Dopo it@edo anno di trattamento
I'esplorazione doppler dei flussi transvalvolari éddenziato la presenza di
insufficienza tricuspidale e polmonare di gradevdi; stenosi mitralica di

grado moderato-severo (gradiente medio 10,1 mmHgberosi aortica di
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grado moderato (gradiente max 50mmHg, gradientdar@mmHg). Dopo

5 anni di trattamento, tali anomalie sono risultatariate Figura 9 e 10.

Interessamento articolare

Nei pazienti IV, DVM, DF, DLI, LS e MC non e stafmssibile effettuare
alcuna misurazione perché non collaboranti. NeepazZCM, CB dopo 12 mesi

di ERT, e stato registrato un apprezzabile miginanato della motilita articolare della
spalla Figura 11 e 12. Nel paziente CB, come e possibile notare nigjlad 12,
mentre il movimento della spalla sia in flessiohe m estensione dopo 12 mesi di
ERT e risultato significativamente migliorato, inegto stesso paziente, dopo 18 mesi
di trattamento enzimatico sostitutivo, si € osgerua significativo peggioramento
dell'estensione del gomito. Nei pazienti MF, la itétarticolare, a distanza di circa
due anni dall'inizio della ERT e risultata invasiafnche nel paziente adulto MR, la

motilita articolare della spalla sia in flessiohe ¢ estensione é risultata stazionaria.

Capacita funzionale

Il paziente CM a § non € stato in grado di effettuare il “six-minutalking
test (6MWT)”. Dopo 13 mesi di ERT é riuscito a pmrere 100 metri in 6
minuti. Nei pazienti CB, CR, MR che presentavan, aina buona capacita
funzionale si € osservato nel tempo un progressivglioramento della
distanza percorsa in sei minuti. Nella paziente Ndh e stato possibile
effettuare il 6MWT essendo la piccola affetta daagaresi. Nei pazienti
DVM, DF, DLI e LS il BMWT non é stato eseguito, quanto tali pazienti
non erano in grado di deambulare in modo autondmgaziente DF inoltre
presentava una displasia congenita dell’anca.Ziiepée MF, a § € riuscito a

percorrere per la durata di due minuti 200 metdppo 1 anno di trattamento
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e riuscito a percorrere circa 315 metri in 5 minua paziente MC non ha

potuto effettuare tale prova per I'estrema affdtili@ (Figura 13).

Escrezione urinaria dei GAG

Tutti 1 pazienti presentavano alla baseline livedlevati dell’escrezione
urinaria dei GAG. | pazienti con fenotipo severegamtavano alla baseline
livelli piu elevati di GAG. Una riduzione dell’esezione urinaria dei GAG é
stata osservata in tutti i pazienti nei primi 6 ndistrattamento. Nella 90%
dei pazienti si e osservata una riduzione pari @ @i primi 6 mesi di
trattamento. In un solo paziente (CR), con fenotipue, dopo 6 mesi di
trattamento, si & assistito ad una normalizzazaeidivelli dell’escrezione
urinaria dei GAG, presentando una riduzione del 90%questo paziente,
dopo 4 anni di trattamento, si € osservato un lirgeemento dell’escrezione
urinaria dei GAG, in quanto il paziente presentama discreta compliance
alla ERT. Nel paziente CB, solo dopo 4 anni ditaraiento con laronidasi, il
valore dell’escrezione urinaria dei GAG ha raggwittrange di normalita.
Nel paziente MC e stata registrata una riduziorikederezione urinaria dei
GAG del 70% e dell’83% rispettivamente dopo 6 emigsi di trattamento.
Nel paziente MR dopo 4 settimane di terapia si gisteata una marcata
riduzione (circa il 71%) di tale parametro e atto@hte risulta lievemente
aumentato (57 mg GAG/g creatinina, v.n. 22 + E{\ra 14).

Epatosplenomegalia

Nei pazienti da noi trattati non abbiamo registisistanziali variazioni della
epatosplenomegalia, fatta eccezione per il pazikiiRein cui dopo un anno
di terapia abbiamo assistito ad una lieve riduzide#e dimensioni della

milza e dopo 4 anni di trattamento si € osservata uduzione delle
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dimensioni del fegatoF{gura 15 e 16. In CM, é stata osservato un lieve
incremento del diametro longitudinale del lobo destel fegato e, dopo circa
un anno di terapia, una notevole riduzione delftifpdia dell’ala sinistra del
fegato e scomparsa dellipertrofia del lobo caudaieecedentemente
riscontrata. Inoltre nello stesso paziente e sias®rvata una lieve riduzione

della splenomegalia.
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Figura 8

Complicanza respiratoria nel paziente CM.
Ernia diaframmatica ed atelettasia da compressione

del polmone destro.
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DVM

TO T12 T18 T24 T48
Ispess. valv.
Ispess. valv. lieve- Ispess. valv. lieve- I|th(eAm'?Adgrr)ato
moderato (A, M, T) moderato (A, M, T) Is éss, del
Ispess. del setto di Ispess. del setto settg di 'rado
grado moderato di grado moderato mod e?at o
Rigurgito M lieve Rigurgito M lieve Rigurgito M
lieve
. Dilataz. A Dilataz. A
. . Dilataz. A
Dilataz. A Dilataz. A ascendente, ascendente, ascendente,
ascendente, ascendente, Ispess. valv. Ispess. valv.
Ispess. valv. (M, A), | Ispess. valv. (M, Ispess. valv. (M, A), insuff. (M, A), insuff.
insuff. M lieve- A), insuff. M lieve- (M’N'IA‘ %i’écg’fm' M lieve- M lieve-
moderata moderato moderato moderato moderato

Ispess. valv. lieve-
moderato (A, M, T)
Displasia della
valvola mitralica

Ispessimento

di grado lieve
Ispess. valv. lieve- del SIvV
Ispess. valv. lieve- SRR (2 1) Ispess. valv.
moderato ( A, M) 3 lieve-moderato
Insuff. M lieve (A, M)
Insuff. M lieve

Ispess. ventricolo
sx lieve, lieve
versamento
pericardico;
apparato valvolare
nella norma

DF

Assenza di
anomalie
emodinamiche di
rilievo

DLI

Ispess. valv. (M)
insuff. M lieve-
moderato

A: Aorta, M: Mitrale, T:  Tricuspide; Ins: insufficienza; SIV : sett o interventricolare

Figura 9
Valutazione cardiologica nei pazienti pediatrici co n MPS |
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To

T12

NYHA 2
Insuff. T lieve

NYHA 3
Insuff. T grave

Ispess. valv. lieve
(A, M), insuff. M
lieve -moderata,
insuff. T e P lieve

Ispess. valv. lieve
(A, M), insuff. M
lieve-moderata,
insuff. T e P lieve

Ispess. valv. lieve
(A, M), insuff. M lieve
-moderata, insuff. T
e P lieve

Ispess. valv. lieve
(A, M), insuff. M
lieve -moderata,
insuff. T e P lieve

Ispess. valv.
lieve (A, M),
insuff. M lieve -
moderata, insuff.
T e P lieve

Ispess. valv. (M,
A),

Ins. M lieve-
moderata, Insuff.
A lieve

Ispess. Modesto
valv. (M, A)

Insuff. M e A lieve
— moderata

Insuff. T e P lieve

Stenosi M
moderata-severo
Stenosi A moderato

Ispess. Modesto
valv. (M, A)

Insuff. M e A lieve —
moderata

Insuff. T e P lieve

Stenosi M moderata-
severo

Stenosi A moderato

Ispess. Modesto
valv. (M, A)

Insuff. M e A lieve
— moderata

Insuff. T e P lieve

Stenosi M
moderata-severo

Stenosi A
moderato

Ispess. Modesto
valv. (M, A)

Insuff. M e A
lieve — moderata

Insuff. T e P lieve

Stenosi M
moderata-severo

Stenosi A
moderato

A: Aorta, M: Mitrale, P: Polmonare, T: Tricuspide;

Figura 10

Valutazione cardiologica nei pazienti adulti con MP

S|

Ins: insufficienza
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Flessione della spalla (gradi)
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To Ts T T oy T 48
np 100
400 486 550 510 544
np np
200* 288* 315**
DVM np
DF np
DLI np
np
np np
400 400 432 535 572
MR 442 400 400 516

np : non praticabile; * Distanza percorsa in due minuti; ** Distanza percorsa in cinque minuti

Figura 13

Distanza percorsa, espressa in metri, valutata medi  ante il test del cammino dei 6
minuti (6MWT) in pazienti con MPS |

75



mg GAG/gr creatinina

—~-CM —<*+CB —+~M -®MC -*CR —=MR

200
150

GAG URINARI

TO T T12 T18 T24 T48 Te0 Tr72

mesi di trattamento

Range di normalita bambini
(65 +17)

Figura 14

Escrezione urinaria dei GAG alla baseline e dopo il

Range di normalita adulti
(22 +13)

trattamento con laronidasi.
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Figura 15

Volume epatico alla baseline e dopo il trattamento con laronidasi.

-+ B +W —-—M +CR MR
) l_l\l—l\l\.
VOLUME
SPLENICO
140 f
¢ +—
| _—.=././.
=
50 I I I I I I I
O T6 T2 T8 T4 T8 T TR
mesi
Figura 16

Volume splenico alla baseline e dopo il trattamento con laronidasi. 77




2.9 DISCUSSIONE

La ERT ha determinato un significativo cambiamemeb management dei
pazienti affetti da malattie da accumulo lisosomiiakale approccio

terapeutico e stato inizialmente sperimentato malidattia di Gaucher tipo |
e nella malattia di Fabry con risultati molto prdteati tali da indurre i

ricercatori ad estenderla anche ad altre malattiaatumulo tra le quali la
malattia di Pompe, la malattia di Niemann-Pick dpot B e le

mucopolisaccaridosi tipo I, I, VI. Nel 2003, pepazienti con MPS |, si e
reso disponibile il trattamento enzimatico sogiitut con enzima

ricombinante. | risultati riportati in letteratusulla ERT nei pazienti con
MPS | hanno mostrato una significativa riduzion# elgcrezione urinaria dei

GAG, degli episodi di apnea, dell'epatosplenomegai un progressivo
miglioramento della motilita articolare (Kakkis Edd al., 2001; Wraith JE et
al., 2004; Clarke LA et al., 2009). Attualmente n®rancora ben definita
I'efficacia della ERT su alcuni organi coinvolti llle MPS 1, in alcuni casi

anche in modo severo, quali la cornea, il cuorsgclteletro e il SNC. Di pari
importanza é la valutazione della ERT in pazieritetd da MPS | che

presentano manifestazioni cliniche di diversa géaper poter eventualmente
ottimizzare dosi e regimi terapeutici, analogameatguanto &€ avvenuto per
la malattia di Gaucher. Dai dati disponibili inttéatura, € noto che
I'escrezione urinaria dei GAG, l'epatosplenomegadide apnee notturne
migliorano dopo alcuni mesi dall'inizio della ER®re laronidasi, mentre la
motilita articolare e la capacita funzionale dekipate, valutata mediante
6MWT, rispondono alla ERT piu lentamente, generati@ealmeno dopo un
anno di trattamento. Durante il follow-up, conogckr cronologia di risposta
alla ERT dei diversi tessuti rappresenta un aspetbdto importante per
poterne valutare I'efficacia. | risultati del nasstudio confermano I'efficacia
e la sicurezza a lungo termine della ERT con lalasi sia tra i pazienti

pediatrici che nei pazienti adulti con MPS | swale manifestazioni cliniche
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della malattia. Il trattamento enzimatico sostitate risultato essere efficace
sia nei pazienti con fenotipo severo e sia neigudzicon forme attenuate
della patologia. Tuttavia un aspetto molto impata@ che i diversi organi
coinvolti nella MPS 1 rispondono alla ERT in moddferente e anche i
tempi di risposta alla terapia sono variabili. brte la eterogeneita di risposta
alla ERT dei diversi sistemi interessati dalla MPRotrebbe essere legata
alla differente capacita di distribuzione dell’emai nei tessuti. E noto infatti
che I'enzima ricombinante sono molecole di grandieshsioni, che non sono
in grado di attraversare liberamente attraversodenbrane cellulari. Inoltre,
come € ben noto, 'accumulo dei GAG all'interno tlsosomi rappresenta
sicuramente iprimum movensella patogenegielle manifestazioni cliniche
della MPS |I. Tuttavia attualmente & noto che I'awalo intracellulare
innesca una serie di reazioni strutturali e bioctima (quali I'inflammazione,
I'alterazione del pathway dell’autofagia, I'innesali meccanismi pro-
apoptotici) che sono alla base dell'inizio e dghegressione del danno
cellulare e tissutale (Ballabio & Gieselmann, 200Bgrtanto € possibile
ipotizzare che la mancata risposta alla ERT inralclistretti possa essere
legata ai meccanismi patogenetici scatenati dalliawlo del materiale non
degradato. | risultati del nostro studio hanno enmato che la risposta alla
ERT dei diversi organi coinvolti nella MPS | € nwkterogenea, in quanto
abbiamo osservato che alcuni parametri in alcunziegpéi sono
progressivamente migliorati, mentre in altri pagigfi stessi parametri sono
rimasti stazionari o sono leggermente peggioratttavia, come € ben noto,
la MPSI e una patologia eterogenea, multisistersiqarogressiva, per culi
anche la stabilizzazione o il rallentamento detlagpessione della malattia in
alcuni tessuti mediante ERT pu0 essere conside@tte un valido effetto
benefico della terapia enzimatica sostitutiva. petiente MF, dopo 24 mesi
di ERT, la valutazione neuro-psicologica ha evidgioz un lieve
peggioramento del quoziente di sviluppo (QS = 5ddn particolare
peggioramento nelle aree del linguaggio e del ragmento pratico. Da

segnalare, che in questo paziente, la valutaziadelgica mediante ABR
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aveva evidenziato un danno della conduzione luageid acustica di tipo
neurosensoriale bilaterale e per tale motivo erstabe prescritte protesi
auricolari, ma la compliance del piccolo all’'usdlel@rotesi e risultata molto
scarsa. Pertanto € ipotizzabile che la riduzioneQ@f osservata in questo
paziente potrebbe in parte essere legata alla ug@acTuttavia, € ben noto
che la ERT presenta lo svantaggio di non essereae#f nei pazienti con
coinvolgimento neurologico, in quanto I'enzima soimistrato non € in
grado di superare la barriera ematoencefalicapDaio di vista cardiologico
| dati disponibili in letteratura non fornisconoiate prove dell’efficacia della
ERT. Alcuni dati disponibili in letteratura su peati affetti da MPS | con
cardiopatia hanno mostrato un miglioramento dellifficienza cardiaca
variabile da una a due classi NYHA. In alcuni deggetti sottoposti ad
osservazione € stato evidenziato un miglioramenal’irufficienza
tricuspidale e polmonare; in altri, invece, si gisgato un peggioramento
dell'insufficienza mitralica. Nel nostro studio itutti i pazienti trattati,
(pazienti CM, CB, CR e MF) la valvulopatia non hzbi¢o variazioni, in
accordo con quanto riportato in letteratura (Wrdikt 2005); in un paziente
(paziente CB) si e osservato una normalizzaziotle demensioni del setto
interventricolare. Invece, nella paziente MC, ddi® mesi di ERT, si é
manifestato un aggravamento della cardiopatia cagggipramento
dell’insufficienza cardiaca fino all’'exitus. Dal efvonto di queste esperienze
emerge la necessita di una rivalutazione della@autlella ERT nel contesto
dell’evoluzione delle cardiovalvulopatie, nelle dowvarie espressioni. E’
importante inoltre chiarire se il miglioramento ldesufficienza cardiaca,
valutata secondo la classe NYHA, sia direttametitéaibile alla terapia o
sia conseguenza di un miglioramento del coinvolgitoeli altri apparati. |l
nostro studio ha inoltre evidenziato I'esigenzaidhlutare I'utilita di questa
terapia nei pazienti affetti da MPS | con coinvoignto respiratorio. Alcuni
risultati presenti in letteratura hanno evidenziato miglioramento di tale
aspetto nei pazienti trattati con ERT,; tuttaviadstra esperienza sul paziente

CM, di eta pediatrica, ha mostrato un incremenglidepisodi di apnea e di
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manifestazioni infettive a carico delle vie resforge. Purtroppo, il paziente e
deceduto dopo 18 mesi di terapia per I'insorgenzmi@rnia postero-laterale
epatica complicata con atelettasia da compressa®iepolmone destro
(Figura 8). Resta da chiarire se tale complicanza sia débuate alla
malattia di base o se, invece, sia in rapporto dili@inuzione di volume del
fegato conseguente alla terapia, favorendone #erome nell’emitorace
destro; cid €& importante per trarre un indirizzdleutal trattamento di
eventuali casi simili in altri pazienti in trattamie con ERT. Nel paziente
MR, la valutazione della funzionalita respiratoneediante polisonnografia
effettuata alla baseline aveva evidenziato la mzseli 107 apnee ostruttive
e un AHI = 15.8; dopo 5 anni di trattamento enziomtla polisonnografia
ha evidenziato un significativo miglioramento ddllazionalita respiratoria,
registrando 12 apnee ostruttive e 3 apnee miste unaotale di 15 apnee e
un AHI = 2.4. | risultati da noi ottenuti sulla nildé articolare in parte si
discostano dai dati riportati in letteratura. Itifabentre nel paziente CB,
dopo 12 mesi di ERT, abbiamo osservato un migliersm della motilita
della spalla ma anche un peggioramento signifioatlel movimento in
estensione del gomitd-igura 12). La valutazione della capacita funzionale,
valutata mediante il 6BMWT e progressivamente miglia in tutti i pazienti
trattati. Inoltre, in accordo con quanto descrittdetteratura, in tutti i nostri
pazienti si & osservata una riduzione dell’escreziorinaria dei GAG. Per
guanto riguarda la visceromegalia, nei pazientndatrattati non abbiamo
registrato sostanziali variazioni della epatospheegalia, fatta eccezione per
il paziente MR in cui dopo un anno di terapia abimaosservato una
riduzione del 12% delle dimensioni della milza @ade anni di trattamento
si e osservato una riduzione del 30% delle dimensdel fegato. Nel
paziente CM, dopo 18 mesi di terapia, si € vetificana riduzione
dell'ipertrofia dell'ala sinistra del fegato e scpansa dell'ipertrofia del lobo
caudato mentre abbiamo riscontrato un lieve aumeéd diametro
longitudinale del lobo destro. Tale risultato satista da quanto registrato in

letteratura che riporta invece casi di pazienti opedli vi € stato un ritorno
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alla normale volumetria epatica dopo 26 e 52 sattiendi trattamento. Nel
paziente CR, durante il lungo periodo di follow-appiamo osservato tra,l

e T4g un lieve aumento delle dimensioni del fegato ¢adwillza; durante tale
periodo la compliance alla ERT di questo pazientesalta essere non
adeguata. Nel presente studio, degli undici paizemtiolati, solo in nove
pazienti e stato possibile effettuare I'analisi ewolare del gene IDUA. In
accordo con i dati disponibili in letteratura, meizienti con fenotipo severo la
mutazione piu frequentemente riscontrata € sta@7[@X, espressa nel 67% dei
pazienti. La mutazione W402X, € stata riscontratana sola paziente (paziente 1V)
con fenotipo severo. Tra i nostri pazienti adiliiaziente CR portatore del genotipo
[974ins12 ]| + [ P496R], a differenza di quanto migtm da Beesley CE et al, e stato
classificato come fenotipo attenuato (Beesley CHEI.et2001). Terlato NJ et al,
riportarono che i pazienti portatori della mutagiomissense R89Q risultavano in
generale presentare un fenotipo clinico piu lidhezléto NJ et al., 2003). Anche nella
nostra esperienza, la mutazione R89Q e statafickatj allo stato di omozigosi, in
un paziente con fenotipo Scheie (paziente MR). dnclusione, l'esperienza
internazionale sull’efficacia della ERT nella MP& lancora limitata. Per
guesto motivo la nostra esperienza, anche se basatpochi pazienti,
rappresenta un valido contributo alla valutaziore#'efficacia di questo
approccio terapeutico. | risultati del nostro studiimostrano che |l
trattamento cona-L-iduronidasi ricombinante puo ridurre l'accumulo
lisosomiale dei GAG e migliorare alcuni degli aspetinici della MPS I. La
disponibilita di un trattamento efficace e benddto rende piu che mai
indispensabile una diagnosi precoce, al fine divgmee o quantomeno
cercare di ritardare la progressione della malattiattimizzare gli effetti
benefici della ERT con rhIDUA. Tuttavia dati i litnidella ERT su alcuni
aspetti della MPS 1, quali il sistema nervoso caairil cuore, il sistema
scheletrico e il tessuto cartilagineo, ulteriorrattgie terapeutiche sono

auspicabili per poter trattare le differenti masigzioni cliniche della MPS 1.
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PREMESSA

Perché un documento monografico sulla Mucopolisaccaridosi I per il
Pediatra?

La domanda sorge spontanea ed € appropriata. p@stésé essenzialmente
correlata alle piu recenti acquisizioni scientiicthe non solo hanno consentito di
comprendere meglio i complessi meccanismi patogeradte stanno alla base del
variegato quadro clinico di questa affezione, manlbaanche messo in evidenza
I'efficacia di interventi terapeutici specifici chee applicati tempestivamente, sono
in grado di modificare significativamente la stonaturale della malattia. Da qui
limportanza che il Pediatra abbia le basi per muscere precocemente i segni
clinici di sospetto, sia aggiornato sulle procedudmgnostiche attualmente
disponibili e sia informato sulla ubicazione dentrespecializzati di riferimento.
Un ritardo nella diagnosi comporta un significatpreggioramento della prognosi in
guanto i danni, una volta instaurati, sono irrenggis

Quanto riportato in questa sede riguardo alla Matisaccaridosi |
rappresenta un modello di approccio alle altre thal@a accumulo lisosomiale,
con particolare riferimento a quelle per le qualstno possibilita terapeutiche. Il
Pediatra, infatti, sta realizzando come sia serppreprobabile per lui trovarsi di
fronte a malattie rare.
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1. INTRODUZIONE

La Mucopolisaccaridosi tipo | (MPS ) € una dellene piu frequenti
nell’ambito delle malattie da accumulo lisosomi@dleeaso/60.000 nati), si trasmette
coOn meccanismo autosomico recessivo, e si cawtteper 'ampio spettro delle
manifestazioni cliniche. Essa €& dovuta al deficit cdL-iduronidasi, enzima
lisosomiale preposto alla degradazione del dermstéfiato e dell’eparan solfato,
due glicosaminoglicani (GAG) fondamentali per leZioni di supporto del tessuto
connettivo, delle cartilagini articolari e dellelwale cardiache, nonché importanti
mediatori della regolazione e della comunicaziogkutare. L’accumulo dei GAG
nei lisosomi, che sono presenti in tutte le celtldd’organismo fatta eccezione per
i globuli rossi, € responsabile di una general&zat progressiva disfunzione
cellulare che si traduce, sul piano clinico, in wiaomatologia progressivamente
ingravescente a carico di vari organi ed apparasipiratorio, cardiocircolatorio,
scheletrico, oculare e, nelle forme piu gravi, andhl sistema nervoso centrale.

La MPS | era classicamente suddivisa in tre forniaicbe distinte,
singolarmente piu rare, denominate rispettivamesiielrome di Hurler, Hurler-
Scheie e Scheie, sulla base della decrescentetagrétiualmente, in seguito al
difficile inquadramento di diversi pazienti perrigia variabilita dell’espressione
clinica, € raccomandata la classificazione dellaSMP in una “forma grave” ad
esordio precoce ed associata a grave ritardo pstooio ed una “forma attenuata”,
ad esordio piu tardivo, in cui il ritardo psicomiatoe lieve o del tutto assente.
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2. SEGNI CLINICI ED ELEMENTI DI SOSPETTO

2.1 Lo spettro clinico della MPS |

FORMA GRAVE

Aspetti clinici salienti
HURLER

Lineamenti grossolani marcati del volto

Grave e progressivo deterioramento
intellettivo e cognitivo

Idrocefalo

Epatosplenomegalia

Opacita corneale precoce
Broncopatia ostruttiva
Miocardiopatia e valvulopatia
Limitazioni articolari

Gravi anomalie scheletriche

Exitus entro la prima decade di vita

HURLER/SCHEIE

= Lineamenti grossolani del volto

= Ritardo psicomotorio lieve 0 assente

= Epatosplenomegalia

= QOpacita corneale

= Apnee notturne

= Valvulopatia

= Limitazioni articolari

= Exitus nell'adolescenza o nell’etd adulta

FORMA ATTENUATA

SCHEIE

= Assenza di lineamenti grossolani del
= Performance intellettive normali

= Opacita corneale tardiva

= Broncopatia ostruttiva tardiva e/o apn
notturne

= Valvulopatia

= Sindrome del tunnel carpale e rigidita
articolare

= Normale aspettativa di vita
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2.2 Segni di allarme della MPS |

Presenza e modificazione dei lineamenti del volto che assumono con
il tempo tratti sempre piu’ grossolani

= Comparsa di epato-splenomegalia

= QOsservazione precoce di un gibbo a livello lombare

= Macrocrania

= Corizza mucopurulenta e flogosi recidivanti delle prime vie aeree

= Lieve opacita’ corneale

= Presenza di ernie inguinali /o ombelicali

= Presenza di linfociti vacuolati su striscio di sangue periferico

Gibbo dorso-lombare in bambino Ernia ombelicale in bambina con
con MPS | grave di 5 anni MPS | grave di 2 anni

2.3 Storia naturale della malattia

La storia naturale della MPS | si diversifica nelie forme sia per I'epoca
di insorgenza, che per la differente rapidita dolezione, per la variabilita del
fenotipo, nonché per I'eta di sopravvivenza; da aasegue una specificita dei
protocolli assistenziali.

FORMA GRAVE - MPS-0SI I/H (SINDROME DI HURLER)

L’evoluzione della malattia
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12 mesi 22 mesi

La MPS I/H (S. di Hurler), pur rappresentando otptipo di questo gruppo
di affezioni, non € la piu frequente (1/144.000).

6 MESI

Usualmente i primi segni clinici sono evidenti intorno ai SEI MESI DI VITA.

Il dato piu caratteristico a questa eta & costituito dalla cifosi toraco-lombare
(gibbo). Una radiografia dello scheletro permette di rilevare segni di
disostosi gia a questa eta. Le ernie ed una modesta epatosplenomegalia
sono anche rilevabili nel PRIMO ANNO di vita. Lo sviluppo psicomotorio a
questa eta € nella norma.

zdrn Lol Nel SECONDO ANNO di vita i lineamenti del volto diventano sempre piu

marcati, incomincia a manifestarsi un ritardo psicomotorio,
I'epatosplenomegalia € marcata, la cute si ispessisce, compaiono le
prime limitazioni alle grandi articolazioni. Gia a questa eta linstabilita
atlanto-occipitale, che & parte delle alterazioni scheletriche, pud determinare
una compressione midollare che potrebbe esitare, negli anni successivi, in
una tetraparesi.

2 L=t [l quadro clinico evolve ulteriormente TRA IL SECONDO ED IL TERZO ANNO,

periodo in cui la facies assume il caratteristico aspetto "a mascherone di
fontana" con sopracciglia marcate, peluria diffusa al volto, radice del
naso infossata, narici larghe ed anteverse con corizza costante
mucopurulenta, labbra ispessite, macroglossia e ipertrofia gengivale.

In alcuni pazienti I'accumulo di GAG levello cerebrale puo determinare
turbe della circolazione liquorale con possibiléeluppo di idrocefalo, che puod
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istaurarsi insidiosamente senza segni clinici cameiti di ipertensione endocranica.
A carico dell'occhio & presente opacita corneale evidenziabile allgpdaia a
fessura, ma visibile anche ad occhio nudo nellepi@savanzate della malattia; per
di piu in alcuni casi e possibile il verificarsi dh glaucoma. Anche lunzione
uditiva si riduce col tempo. ltorace si deforma per la comparsa di una cifosi
dorso-lombare progressivamente ingravescenteddome € voluminoso,
protrudente per la notevole epatomegalia e patdiga delle pareti addominali. La
respirazione diventa sempre piu rumorosa anche per la frequgreerofia
adenotonsillare ed alcuni pazienti vanno incontrerisi di apnea nel sonno. Col
tempo si possono evidenziaseffi cardiaci dovuti all'accumulo di GAG a livello
dei lembi valvolari; occasionalmente si possonoravanche restringimenti
coronarici, veri o relativi rispetto alla ipertrofia cardiaazhe determinano crisi di
angina, difficilmente diagnosticabili, data la sinione psichica dei pazienti. La
motilita articolare si riduce progressivamente, determinando atteggiéimn
semiflessione degli arti, mentre haani assumono il caratteristico aspetto "ad
artiglio" e lacrescita staturale si riduce notevolmente. L'insieme dedlaomalie
scheletricheconfigura il quadro radiologico della "disostogiltipla”, presente con
differente espressivita in tutte le forme di MPS |.
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RX BACINO E ARTI INFERIORI
Displasia delle anche ed ipoplasia delle teste femorali

La regressione psichica@ molto grave, mentre il comportamento dei pazieént
generalmente molto quieto e socievdlexitus si verifica in genere entro f@ima
decadedi vita per insufficienza cardiaca e/o complicarespiratorie.

FORMA ATTENUATA - MPS-0SI /S (SINDROME DI SCHEIE)

La MPS-osi I/S(S. di Scheie) e considerata molto rara (1/500r@41) ma
probabilmente e attualmente sottodiagnosticataiosi compaiono tardivamente e
solo di rado e diagnosticata in eta pediatricaptiacipali manifestazioni cliniche
sono rappresentate daodeste limitazioni articolari, specie alle manilieve
epatomegalia(nel 50% dei casi) edpacita cornealea comparsa tardiva. Il quadro
clinico in genere si completa verso |'adolescentapazienti presentano
caratteristicamente performance intellettive normedl un accrescimento staturale
pressoché normale. | lineamenti del volto possoppadre talvolta lievemente
marcati, ma non sono Hurler-simili. Frequente rtdiiessamento valvolare, specie
aortico. La sindrome del tunnel carpale, molto raraeta pediatrica, € una
condizione quasi esclusivamente collegata alla MPS prognosi € buona e la
maggior parte dei pazienti raggiunge l'eta adaVanzata.

MPS-OSI | H/S (SINDROME DI HURLER/SCHEIE)

La MPS-osi | H/S(S. di Hurler/Scheie) comprende i pazienti ches@néano
un fenotipo intermedio tra quello della classica S. di Hurler e quellola&. di
Scheie. La sua frequenza € stata stimata pari 25000 nati. La malattia si
manifesta nella seconda infanzia ed evolve lentéeneonsentendo una
sopravvivenza media che si aggira tra i 20 e irgf.a
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3. DIAGNOSI DI LABORATORIO

3.1 Indagini di laboratorio per la diagnosi di MPS |

Indagini di primo livello su campioni estemporanei di urine
o0 su campioni di urine delle 24 ore

DOSAGGIO E CARATTERIZZAZIONE DEI GAG URINARI

1

ESCREZIONE AUMENTATA E PATTERN ANOMALO

1

Indagini di secondo livello su concentrati leucocitari o fibroblasti per il
dosaggio dell’ a-L-iduronidasi

— DEFICIT ENZIMATICO
— ANALISI GENETICA

N.B. Un aumento dei GAG urinari puo’ essere presente anche in patologie
sistemiche reumatologiche; in questi casi, pero, il pattern risulta normale.

3.2 Iter diagnostico della MPS 1|

Sospetto clinico Indaginicliniche di
(almeno unotra i sequenti segni) supporto

+ Note dismorfiche « Ematologiche

» Epatosplenomegalia + Radiologiche

» Ritardo psicomotorio » Visite specialistiche

Indaginibiochimiche
(urine, leucociti)

« Caratterizzazione GAG
urinari

+ Dosaggio enzimi lisosomiali
- DNA

DIAGNOSI

DI CERTEZZA

Terapia

Consigliogenetico
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4. TRATTAMENTO

Pressoché tutti i pazienti affetti da MPS | sontuatnente trattati cop
trapianto di cellule staminali ematopoietiche (TGSE con terapia enzimatidga
sostitutiva (TES). La decisione di trattare in uodn o nell’atro € basata sulla
possibilita che ha il paziente di sviluppare inufat deterioramento delle funziohi
intellettive e cognitive (la TES non passa la leseriematoencefalica) e sulla eta e
presenza o assenza di ritardo psicomotorio al mtorsglla prima valutazione. $i
tende a non trapiantare bambini con un quoziensgillippo inferiore o uguale a 40

valutato alla scala Griffiths al momento della paimsita.

4.1 Trattamento specifico

4.1.1 1l trapianto di cellule staminali ematopoietiche

Per trapianto di cellule staminali ematopoieticHEC$E) si intende una
procedura finalizzata al trapianto di cellule datesdal midollo osseo, dal sangue
periferico o dal cordone ombelicale di donatori ifearn o non familiari risultati
sufficientemente compatibili. Il razionale risiedel fatto che il trapianto puo
ripopolare alcuni compartimenti del ricevente cefiute metabolicamente normali,
in particolare puo sostituire parte della microgle sistema nervoso centrale. Dopo
il trapianto, I'enzima normale viene rilasciato ldatellule derivate dal donatore e
viene captato e introdotto nelle cellule difettokel ricevente, dove degrada i GAG
urinari. Il TCSE é¢ il trattamento indicato nellatita grave di MPS | proprio perché,
a differenza della terapia enzimatica sostitutiéa,in grado di modificare
significativamente I'evoluzione del danno neurotmgiassociato alla malattia. La
terapia enzimatica sostitutiva viene comunque aatoal trapianto e, in genere,
viene somministrata dalla diagnosi sino a quandn,l'attecchimento del trapianto,
viene documentata una stabile produzione endogalhiarima.

Per prevenire efficacemente il deterioramento déllezioni mentali, il
trapianto deve essere eseguito quanto prima plesgibeglio se entro i primi 12
mesi di vita). Gli indirizzi dei centri trapiantdaliani sono reperibili sul sito
www.aieop.org Negli ultimi anni, il TCSE e diventato una proaea molto piu
sicura che in passato, con una sopravvivenza supeal 90%. Dopo il trapianto,
per un periodo variabile, ma in genere di 6-12 pikscevente deve assumere una
terapia immunosoppressiva. L'attecchimento deliarap porta ad una rapida
riduzione del substrato accumulato in diversi tessiiorgani. Il miglioramento o la
stabilizzazione della malattia a livello del siseemervoso centrale puo richiedere
tempi piu lunghi poiché l'ingresso delle cellulerigate dal donatore in tale sede é
un fenomeno piu lento. Il trapianto ha un impattonn sufficiente
sull’interessamento scheletrico della malattia eglinanni successivi, possono
essere necessari diversi interventi ortopedici. iOggpn l'uso del cordone
ombelicale, il rischio di rigetto si &€ estremamemnd®tto; sino a pochi anni fa, circa
un terzo dei pazienti presentava rigetto e dovess@re sottoposto ad un secondo
trapianto.
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La terapia genica, oggi in sperimentazione pee atialattie rare, potrebbe
essere a breve una prospettiva di ricerca climcaeaper la MPS |.

ey

Bambino con MPS | grave, non trattato,a8  Bambina con MPS | grave , a 8 anni
anni d’eta d'eta, a 6 anni dal trapianto

RMN cerebrale di un bambino con MPS | grave,
non trattato

RMN cerebrale di un bambino con MPS | grave,
a 6 anni e 9 mesi d’eta, 1 anno e 2 mesi dal
trapianto
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Algoritmo di trattamento per i pazienti con diagnos i di MPS I.
(Figura modificata da Muenzer J et al., Pediatrics. 2009 ).

Diagnosi MPS | grave

|

TES

v Vi

Eta £ 24 mesi Eta > 24 mesi

Quoziente di Sviluppo Quoziente di Sviluppo
270 <70

In casi selezionati, con Quoziente
TES+TCSE - TES di Sviluppo = 70, il trapianto puo
essere ancora considerafo
(trapianto ad alto rischio)

Attecchimento parziale:
- Monitoraggio Rigetto —————=> TES+ secondo TCSE
- Considerare TES

4.1.2 La terapia enzimatica sostitutiva (TES)

Negli anni si e cercato di affrontare con varieatgtgie terapeutiche i
numerosi aspetti del quadro clinico della MPS 1l P@01, tra le nuove proposte
terapeutiche per la gestione dei pazienti affettiMPS [, si € aggiunta la terapia
enzimatica sostitutiva (TES) cenL-iduronidasi ricombinante (rhIDUA), alla dose
di 100U/kg a settimana (0.58 mg/Kg/settimana). EE5é basata sull'infusione per
via endovenosa dell’enzima lisosomiale ricombinahtenzima successivamente
viene internalizzato dalle cellule del pazientendirizzato, attraverso la via del
mannosio-6-fosfato, verso i lisosomi dove eserclm sua attivita. La
somministrazione della TES, che dura alcune oreg éssere effettuata una volta a
settimana.
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La TES, nei soggetti non trapiantati, deve esseysgguita per tutta la vita.
In alcuni pazienti, in particolare nei pazienti f@dci, risulta difficile, se non
impossibile, stressante e doloroso il reperimemibatcesso venoso periferico; in
questi casi, € possibile posizionare un catetereose centrale (CVC) a lungo
termine.

Le sperimentazioni cliniche con rhIDUA in pazieatffetti da MPS | hanno
evidenziato nel tempo risultati molto promettenth@&no confermato l'efficacia
della TES. In particolare gli studi finora conddtinno dimostrato che la TES € in
grado di ridurre in modo significativo I'escreziongnaria di GAG, le dimensioni
del fegato e della milza, e di migliorare la funmtita respiratoria (riduzione del
numero di apnee notturne), la capacita vitalegst lel cammino dei 6 minuti e la
gualita di vita. In tutti i pazienti e stato ris¢oato un miglioramento variabile della
motilita articolare. Non sono stati osservati nugiimenti dell’opacita corneale e
delle alterazioni scheletriche preesistenti. Pemtm riguarda I'efficacia della TES
sulle manifestazioni cardiovascolari, € noto atheaite che la TES migliora
l'ipertrofia ventricolare sinistra, ma sembra aves@arso effetto sulle anomalie
valvolari.

Con la TES non sono state osservate modifiche feighve della
sintomatologia a carico del sistema nervoso centpaiché I'enzima ricombinante,
essendo una macromolecola proteica, non e in gdadutraversare la barriera
ematoencefalica; pertanto la TES non é efficacepagienti con coinvolgimento
neurologico.

Attualmente e noto, cosi come per le altre maléit@somiali per le quali &
disponibile la TES (es. Malattia di Pompe, Mucogadicaridosi tipo Il, VI etc.), che
i diversi organi coinvolti nella MPS | rispondono modo differente alla TES e
anche i tempi di risposta sono differenti (es. 3inper i GAG, 12 mesi per la
visceromegalia). La variabilita di risposta al t@aatento potrebbe essere correlata
alla differente capacita di distribuzione dell’ema ricombinante nei diversi tessuti
coinvolti e all'eta in cui viene iniziato il tratt@ento. Infatti, I'esperienza riportata
da Gabrielli et al. sembra suggerire che l'inizieqnce della TES, in particolare per
le forme attenuate, possa significativamente rasdo addirittura prevenire
'insorgenza dei segni clinici maggiori della MPSnhodificando in tal modo la
storia naturale della malattia.

| risultati riscontrati in letteratura hanno mostrache il trattamento
enzimatico con rhIDUA e ben tollerato sia nei bamlwhe negli adulti. Tra gli
effetti collaterali rilevati, le reazioni di ipensgbilita al farmaco sono le piu
frequenti e comprendono febbre, reazioni cutaneeomispondenza del sito di
iniezione, rash, artralgie, cefalea, orticaria mieate, dolore addominale, brividi;
tali reazioni, di semplice gestione, diminuiscorel tempo. Dai dati riportati in
letteratura, risulta che il 93% dei pazienti trattaon rhIDUA sviluppa anticorpi
anti-enzima della classe IgG; tuttavia, tali ampconon sembrano limitare
I'efficacia e la sicurezza della TES.

Nel 2009 sono state pubblicate le linee guida im@eionali per un adeguato
management dei pazienti con MPS 1. In conclusidae disponibilita di un
trattamento efficace e ben tollerato rende piuroaeindispensabile una diagnosi
precoce al fine di prevenire o quantomeno cercare diddee la progressione della
malattia e ottimizzare gli effetti benefici dell&3$ con rhIDUA.
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4.1.3 Risultati attesi del trattamento

TABELLA 1 - Risultati attesi del trattamento

Trapianto di cellule staminali
ematopoietiche (TCSE)

Terapia enzimatica sostitutiva (TES)

GAG urinari

Normalizzazione dopo attecchimento

Riduzione a valori normali 0 poco
superiori alla norma nel primo anno e
stabilizzazione

Attivita enzimatica
leucocitaria endogena

Normalizzazione dopo attecchimento

Non modificata

Epatosplenomegalia

Normalizzazione nella maggior parte
dei casi

Riduzione volume organi nel primo e
secondo anno e poi stabilizzazione

Funzione respiratoria

Dati non disponibili

Migliora o stabilizza nel 75% dei casi
circa

Infezioni respiratorie

Riduzione frequenza e gravita

Riduzione frequenza e gravita

Cuore Riduzione / normalizzazione Riduzione / normalizzazione
cardiomiopatia ipertrofica. Possibile cardiomiopatia ipertrofica
stabilizzazione / rallentamento Possibile rallentamento evoluzione
evoluzione danno valvolare danno valvolare

Rigidita articolare Buon effetto sulle grosse articolazioni, | Nel primo-secondo anno migliora la

scarso effetto su quelle piccole

performance al test del cammino di 6
minuti; 'estensione delle articolazioni
migliora nel primo anno-due anni,
specialmente col supporto della
fisioterapia

Displasia anche, gibbo
lombare, genu valgum

Evoluzione migliore che nel paziente
non trattato, ma i segni presenti al
momento del trapianto non
regrediscono

Scarsa modifica della storia naturale
della malattia

Instabilita canio-
cervicale e
compressione cervico-
spinale

Puo persistere anche dopo trapianto

Non modificata

Occhio Scarso effetto. Riportati casi di opacita | Non ha effetto
corneale nonostante TCSE
Udito Riportati miglioramenti sia trasmissivi Ha effetto sulla componente
che neurosensoriali trasmissiva
Crescita Risultati variabili spesso non Scarsi risultati. Crescita migliore nei

soddisfacenti

piccoli bambini precocemente trattati

Sviluppo psicomotorio

Stabilizzazione del quoziente di
sviluppo

Non ha effetto psicomotorio sul
quoziente di sviluppo

Trattamento precoce prima dell’esordio della malattia - Rare le esperienze, in famiglie
dove era gia diagnosticato un fratello piu granidequesti casi la terapia si e
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dimostrata efficace nel prevenire la maggior paltde manifestazioni cliniche
della malattia.

4.2 Follow-up dei pazienti MPS | e trattamento palliativo

by

Il follow-up clinico dei pazienti € moto simile, ehsi tratti di pazienti
trapiantati o trattati con TES. Questo prevede ser@e di valutazioni periodiche
mirate a riconoscere precocemente un problemaegragpiere la messa in atto di
un trattamento palliativo. La definizione di “pallivo” € in questo caso utilizzata
per indicare che questo gruppo di trattamenti noana cura specifica per la
malattia, ma puo significativamente migliorare lealifa di vita. Negli ultimi dieci
anni sempre piu pazienti con MPS | sono stati pott a trattamenti cosiddetti
palliativi, per molte ragioni che vanno dall’aspditta di aumentata sopravvivenza
alla maggiore comprensione dei problemi, alla maggesperienza sui trattamenti
chirurgici, al miglioramento del trattamento anegi®gico e quindi, in definitiva,
alla riduzione del rischio.

Elenchiamo nella tabella 2, per ogni apparato sia, i possibili problemi
clinici e gli interventi che devono essere consigla tutti i pazienti quando sia
chiaro che I'intervento terapeutico migliora la tjgadi vita.

TABELLA 2 - Protocollo assistenziale della MPS | grave

PROBLEMA CLINICO GESTIONE
Rinorrea Lavaggi nasali
Ipertrofia tonsille e adenoidi Eventuale adeno-tonsillectomia
“Glu ear” Eventuale miringotomia
Ipoacusia mista Protesi acustiche
Ipersecrezione bronchiale Fisioterapia
Rigidita e restringimento tracheale Cautela intubazione per anestesia
Ipomobilita torace, infezioni ricorrenti Fisioterapia, antibioticoterapia
Apnee nel sonno Adeno-tonsillectomia, apnea-monitor, CPAP domiciliare
Ipertrofia aritenoidi (spesso legata a RGE) Intervento di resezione
Insufficienza / ostruzione respiratoria non Tracheostomia

risolvibile altrimenti
Controlli ORL secondo necessita clinica
PROBLEMI CARDIACI

Valvulopatia mitralica e/o aortica Profilassi per 'endocardite batterica
Eventuale intervento protesico
Miocardiopatia Trattamento farmacologico (diuretici, beta-bloccanti)

Restringimento coronarico
Visita cardiologica e monitoraggio ECG, ECQcardio a cadenza annuale
PROBLEMI SCHELETRICI

Rigidita articolare Fisioterapia
Tunnel carpale Intervento precoce per evitare danno irreversibile al nervo
periferico
Instabilita canio-cervicale e compressione Decompressione cervicale e fusione vertebrale per evitare
cervico-spinale danni al tronco cerebrale
Cifosi lombare e altri problemi della colonna Rari gli interventi di stabilizzazione
Molto dubbia I'efficacia di presidi ortopedici quali il busto
Genu valgum e displasia dell'anca Intervento ortopedico per permettere il mantenimento di una

deambulazione adeguata
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Controllo RX in flesso-estensione e NMR annualmente
Controllo RX colonna lombare

APPARATO DIGERENTE

Ernie: inguinale e/o ombelicale Correzione chirurgica
Ipoplasia denti, ipertrofia gengivale e lingueale | Igiene cavo orale e controllo odonto-stomatologico
Difficolta alimentari Alimentazione semiliquida o enterale o PEG
Acuita visiva Valutazione della retina; ERG e PEV
Glaucoma Esame della cornea
Opacita corneale Trattamenti farmacologici
Trapianto di cornea
- Cranio: possibile idrocefalo iperteso (da Eventuale derivazione
distinguere da idrocefalo ex vacuo)

Controllo NMR o TAC cerebrale

Epilessia |
Controllo EEG

- Problemi neurologici periferici: compressione
nervi periferici (tunnel carpale)

Possono essere indicati VCN, EMG e potenziali somatosensoriali (PESS)
Il bambino con MPS | esegue tutte le vaccinazioni, analogamente al bambino sano. Il bambino trapiantato
dovra rivolgersi, a questo proposito, al proprio centro trapianti di riferimento.

4.2.1 Rischi anestesiologici

| pazienti affetti da MPS | hanno un rischio anssti®egico aumentato e
devono percio essere sedati e intubati solo inricepecializzati dove il team
anestesiologico sia a conoscenza dei rischi ins#ia patologia e abbia a
disposizione maschera laringea e endoscopio aditiche.

Le cause dell’aumentato rischio anestesiologicm sunlteplici: I'ipertrofia
e linflammazione delle mucose che sono anche mdlamili e facilmente
sanguinanti, il collo corto, la lingua ipertrofiddperplasia di tonsille ed adenoidi,
I'epiglottide dislocata in alto, i restringimentiuttipli della laringe e della trachea,
le malformazioni vertebrali. Tutti questi probletendono a peggiorare con l'eta e
sono controllati solo parzialmente dai trattamepgcifici.

Nonostante cio, la posizione attuale € che se wep# pud avere un
beneficio concreto da un intervento che richiedasz®mne, questo deve essere fatto,
garantendo la sicurezza anestesiologica.

5. PRESA IN CARICO SOCIOASSISTENZIALE DEL PAZIENTE

Come accade per tutte le malattie rare e complessde per la MPS |
necessario che sia fornita una assistenza glotfaegoinvolge vari specialisti e che
riguarda sia aspetti piu tradizionalmente medie aspetti di carattere socio-
sanitario, volti a garantire 'autonomia personalda migliore integrazione nel
contesto sociale. In questo percorso di assistayiabale tutta la famiglia é
coinvolta sul piano affettivo e psicologico, pratie organizzativo e sociale.

L’allegato 1 riporta i dettagli - utili al medico ale famiglie - dell’attuale
normativa di riferimento sulle necessita e i diritei soggetti diversamente abili,
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normativa che non € sempre ben conosciuta 0 messdtd dalle strutture di
riferimento.

6. CONSULENZA GENETICA E DIAGNOSI PRENATALE

by

La MPS | e ereditata con modalitd autosomica récesd genitori
dell'individuo affetto sono entrambi eterozigotiligati (portatori sani) e ad ogni
gravidanza hanno un rischio pari al 25% di averéglio affetto da MPS I. Oltre ai
genitori anche altri membri della famiglia potreldessere eterozigoti.

L’identificazione degli eterozigoti non pud basassl dosaggio enzimatico,
ma deve invece passare attraverso la dimostrazionsa mutazione del gene
IDUA. Pertanto € necessario che in ogni bambino dbheve una diagnosi
biochimica di difetto enzimatico di-L-iduronidasi si proceda all’analisi mutazione
del gene IDUA.

La diagnosi prenatale di MPS | puo essere effedtuatiraverso la
determinazione dell’attivita enzimatica oppure aitérso lo studio delle mutazioni
del gene IDUA sulle cellule fetali derivate da @dentesi effettuata intorno alla®.0
-12% settimana o sugli amniociti ottenuti da amniocsindédla 1518 settimana. In
alcuni paesi é possibile la diagnosi preimpiantepado le normative vigenti.

7. PROSPETTIVE FUTURE: SCREENING NEONATALI E ALTRE
TERAPIE

7.1 Gli screening neonatali

Lo screening neonatale € un programma di salutéligabche ha lo scopo
di individuare tra tutti i nuovi nati quelli a riso per una determinata malattia
congenita in modo da poter intervenire in fase iptesiatica al fine di evitare
precoci mortalita, morbilita e disabilita..

L’American College of Medical Genetics, gruppo dosio da specialisti in
sanita pubblica, politica sanitaria, etica e aditori interessati negli screening
neonatali, nel 2006 ha effettuato una review ddidteratura scientifica
relativamente agli screening neonatali e ha indicaé le patologie che potrebbero
essere valutate per linserimento nel programmasateening, alcune malattie
lisosomiali quali la MPS I, la malattia di Fabrg, halattia di Pompe, la malattia di
Gaucher e la malattia di Krabbe.

Argomentazioni a favore dell'inserimento delle att&@ da accumulo
lisosomiale negli screening neonatali sono stateniento della disponibilita di
possibilita terapeutiche - TES, SRT (inibizionelasintesi del substrato), TCSE - e
la probabile sottostima, in alcuni casi anche malosistente, della prevalenza
delle malattie da accumulo nella popolazione mdadlan problema fondamentale,
ancora non risolto e che riveste anche connotazetiche importanti, é
limpossibilita, attualmente, di prevedere il feipat della malattia alla nascita.
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Questo € valido soprattutto per I'MPS |, l'unica BIRper la quale il
trapianto di cellule staminali ematopoietiche rasenta il gold standard
terapeutico nel caso di una forma severa sottoei @i e con un quoziente di
svuluppo superiore a 70.

Al momento attuale, non esiste alcun metodo cliroceperimentale, ad
eccezione di poche mutazioni (es. pW420X e le eigosi composte per mutazioni
stop codons) che possa pronosticare con certezevéaita della malattia. Questo,
tuttavia, non confuta la validita dello screeningpnatale. Sara infatti necessario
somministrare I'enzima ricombinante immediatameddpo la nascita e seguire il
paziente nello sviluppo neuromotorio e cognitive. forme severe, infatti, gia nel
primo anno di vita potranno “facilmente” esseregdiasticate per il ritardo con il
guale vengono raggiunte le tappe neuro psicomadtipiche del primo anno di vita.
Inoltre, sono in fase di studio programmi di ricerper lidentificazione di
biomarcatori, diversi dai GAG urinari, che possa&ssere utili a pronosticare la
severita della malattia.

7.1 Prospettive di Terapia Genica per la MPS |

Per terapia genica si intende il tentativo di cggere malattie genetiche o
acquisite mediante il trasferimento di geni nornt@tapeutici in cellule malate allo
scopo di correggerne il difetto. Il trasferimentene effettuato mediante I'uso di
virus modificati non patogeni in grado solo di feage informazioni genetiche
nelle cellule malate. La correzione puo avvenineeggendo le cellule malate al di
fuori dell'organismo del paziente (terapia genicawvvo) o mediante iniezione
diretta del vettore virale nell’organismo malateréipia genica in vivo).

La Mucopolisaccaridosi e stata una delle prime ttialada accumulo
lisosomiale per la quale si sono messi a puntoopalli di terapia genica ex vivo
che prevedevano l'infezione delle cellule di midodutologhe (ossia provenienti
dallo stesso animale malato) reimpiantate dopmieezione. Il trapianto autologo,
ovviamente, evita tutti gli effetti collaterali deanti da fenomeni di rigetto da parte
delle cellule dell’'ospite e del donatore. Con gaesetodica sono stati trattati topi e
cani affetti da MPS | che hanno dimostrato di biemeefe del trattamento con una
progressiva riduzione dei GAG urinari, dellorgaremalia ed un sensibile
miglioramento della mobilita articolare. Questuliati erano tanto maggiori quanto
piu precoce era la terapia. In seguito a quesiltas, e in fase di progettazione un
trial clinico di fase | che prevede lo studio déseita di vettori lentivirali utilizzati
per infettare le cellule ematopoietiche staminh& possono poi essere infuse.
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Allegato 1
1 diritti del paziente diversamente abile

Il diritto alla diagnosi: la certificazione di mattia rara

Il primo diritto del malato e la diagnosi della pr@ patologia Risoluzione
ONU 48/96 - A/48/627).

Il sospetto diagnostico formulato dal Medico di kgila o dal Pediatra di
Libera Scelta deve portare all'invio presso i Cedtirdiagnosi e cura (o presidi
ospedalieri) delld&Rete nazionale malattie rafai sensi deD.M. n. 279/2001). Nel
caso in cui nella propria Regione di residenzavi@iano centri specifici, l'assistito
puo rivolgersi ad una struttura riconosciuta daltee Regioni. Il Centro, effettuata
la diagnosi biochimica e/o molecolare, consegna f@miglia la certificazione di
malattia rara che deve essere presentata alla Saitéaria Locale di residenza e
conferisce Il titolo all’esenzione dalla partecijpene alle spese per le prestazioni
sanitarie relative alla patologia.

| diritti dei bambini e delle bambine in Ospedale

Le patologie croniche comportano un frequente sgor alle
ospedalizzazioni. L&arta dei Diritti dei Bambini e delle Bambine in f@2slale
indica gli obiettivi umani per assicurare il risfpetdei diritti soggettivi: assoluta
necessita di ricovero, durata minore possibilejnaicza dei care giver abituali
(genitori) per tutta la durata della degenza, im@zione dettagliata sulle condizioni
cliniche e sulle terapie da attuare in modo ches@os essere recepite in modo
adeguato alle conoscenze e alle capacita di cosiprendelle persone coinvolte,
ricovero in strutture assieme a coetanei con meuesEsigenze di crescita e di
sviluppo, ambienti di ricovero che consentano dispguire attivita ludiche e
ricreative.

Certificazione di invalidita civile e prestaziorgt@omiche e assistenziali correlate

L’aumentato fabbisogno di cure e la ridotta autor@omchiedono un
impegno economico per la famiglia di origine imbari di spese vive e di compensi
per care giver alternativi. Per questi motivi & artpnte adottare strumenti di
sostegno sociale che si concretizzano nel riconmstio di uno stato di invalidita
civile.

L'invalidita civile per il minore di 18 anni corgimnde alla dimostrazione di
difficolta persistenti a svolgere compiti o funzigroprie dell’eta. Per i soggetti
maggiorenni l'invalidita civile si configura attrexso la dimostrazione di
menomazioni congenite o acquisite, anche progressginsufficienze mentali
derivanti da deficit sensoriali e funzionali), comn@anti una riduzione della capacita
lavorativa non inferiore a 1/3.

L’iter per I'accertamento e stato modificato a pardall’l gennaio 2010
(art. 20 del D.L n. 78/2002onvertito con modificazioni nellaegge 102del 3
agosto 2009). La domanda deve essere inoltratdNRB esclusivamente per via
telematica (applicazione InvCiv2010, sul siwowvw.inps.i) dal medico curante
(Medico di Famiglia o Pediatra di Libera Scelta)laAfine della procedura viene
rilasciata una ricevuta con data e numero di pato¢PIU).
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L’accertamento avviene attraverso una Commissiordid4 Integrata, che
puo esprimere un giudizio all'unanimita oppure aggiaranza. In questo ultimo
caso il Responsabile del Centro medico legaletéei@lmente competente puo
disporre una seconda visita da effettuarsi entrgi@oni.

L’accertamento della Invalidita Civile permetteldineficiare di Prestazioni
economiche (Indennita mensile di frequenza, Assegmnsile, Pensione di
Inabilita). L'indennita di accompagnamento € unespazione economica valida per
tutte le eta e spetta a tutti gli inabili totali mautosufficienti o non auto
deambulanti (anche di eta inferiore ai tre anniitéi: Sentenza Corte Costituzionale
467/2003.

L’accertamento di Invalidita Civile inoltre permettdi beneficiare
dell'erogazione di presidi gia con il semplice P(@ numero di protocollo
garantisce accesso al servizio): pannolini, sediatelle, stampelle, deambulatore,
letto articolato, tutori, garze, siringhe, catetapparecchiature salvavita, materiale
di consumo per attrezzature salvavita.

L’accertamento dell'Invalidita Civile permette amchl’erogazione di
specifica assistenza (interventi per la cura edkilitazioneprecocedella persona
con handicap, specifici interventi riabilitativiaenbulatoriali, a domicilio o presso
centri socio-riabilitativi ed educativi a carattedirno o residenziale, fornitura e
riparazione di apparecchi, attrezzature, protesussidi tecnici necessari per il
trattamento delle menomazioni).

Il diritto alla mobilita

Il Diritto alla mobilita del paziente diversamente abile viene tutelato
attraverso le normative che impongono I'abbattiroatdlle barriere architettoniche
dagli edifici pubblici, dagli edifici privati, dakdilizia residenziale pubblica, dagli
uffici, dagli spazi e dai servizi pubblidDPR 384/1978, L 41/1986, L 13/1989, DM
236/1989, DPR 503/19%6 Sono previste agevolazioni fiscali per adegulare
strutture in tal sensodetrazioni IRPEF senza franchigia delle speserpsporto in
ambulanza, poltrone per inabili non deambulantpaagcchi per fratture, ernie e
correzione colonna, costruzione di rampe interneesterne, trasformazione
ascensore per contenere la carrozzella, mezzi setedl’accompagnamento, alla
deambulazione e al sollevamento dei disabili, iedgentemente dal fatto che
beneficino dell'indennitda di accompagnamento. E’evista una riduzione
dell'aliquota IVA al 4% per lI'acquisto di mezzi tiiasporto o di sollevamento. Le
ristrutturazioni edilizie per facilitare la mobdit interna sono sottoposte ad
un’aliquota IVA del 4 %; le spese sostenute coraarper il 36 % alla detrazione
dell'imponibile, e per la quota eccedente si puieddre una detrazione d’'imposta
del 19%.

Le spese per l'acquisto di mezzi di trasporto (mumwsati, anche non
adattati) concorrono per il 19 % alla detrazionaenaiposta una sola volta ogni 4
anni; 'IVA e ridotta al 4 % e si ha diritto all’eazione dal pagamento della tassa di
circolazione (cilindrata < 2000 cc benzina e < 28@80diesel) e alle imposte di
trascrizione sui passaggi di proprieta.

Altre agevolazioni fiscalriguardano le detrazioni per un figlio disabile a
carico, l'intassabilita totale o parziale della tpereditaria o del legato spettante al
diversamente abile e la riduzione e/o sospensibpagamento dell’'lCl dei nuclei
familiari con a carico un invalido civile per oltiler5 %.
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Il diritto all’educazione

Il Diritto allEducazione viene tutelato espressamee Art 38 della
Costituzione, Circolare 33/1993, DPR 24-2-1994, 62/1999. Il diritto non si
limita all'apprendimento ma interessa tutto I'anobé&ducazionale, comprendendo
aspetti quali il confronto con coetanei, 'autonanpersonale, i mezzi e dli
strumenti relazionali sociali.

In questa ottica I'inserimento in una comunita astita di qualsiasi ordine e
grado rappresenta uno strumento terapeutico ejyesto motivo, € stata sancita la
garanzia dell'inserimento del bambino disabile siagli asili nido pubblici
(Sentenza Corte Costituzionale 215/1987; Artdela L 104/92 che in tutte le
scuole e gli istituti di istruzione di ogni ordireegrado, indipendentemente dalla
presenza di difficolta di apprendimento o di attstacoli derivanti dalle disabilita.
La frequenza scolastica rappresenta a tutti getefin programma riabilitativo
occupazionale, e non puo configurarsi come un ‘tEggio” o un alleviamento del
carico assistenziale per la famiglia. A questo secdpve essere predisposto un
Piano Educativo Individualizzato (PEI) che devempeoendere: 1. una diagnosi
funzionale educativaMomento conoscitivo dei punti di forza/debolezzaisegni
educativi specia)i 2. un profilo dinamico funzionaledViomento di definizione di
obiettivi e di scelte progettudl)i3. la definizione di attivita, materiali e metati
lavoro (efinizione di tecniche e risorse di lavgrod4. una verifica delle
acquisizioni e dell’appropriatezza degli obiet{iRievisione e correziohe

Le necessita speciali dell’alunno sono in partedsidtte direttamente dalla
scuola per quanto riguarda sussidi tecnici e infien (fax, modem, computer,
telefono viva voce, schermo a tocco, tastiera esgaa in parte con agevolazioni
per gli acquisti da parte della famiglia (IVA 4 8bsensi del&rt 3 L 104/199, a
patto che esista una prescrizione medico spedaligella ASL del collegamento
funzionale tra menomazione e sussidio ed un cmatdi dalla ASL attestante
linvalidita funzionale (motoria, o uditiva, o W&, o del linguaggio) e il carattere
permanente della stessa.

La scuola si fa carico di un insegnante dedicatsodiegno per sviluppare
un metodo di apprendimento individualizzato delbzioni e dei concetti (secondo
le indicazioni del PEI), e il Comune di assistegdiucativi (AEC) per soddisfare
bisogni di autonomia personale (igiene, pasto, fitalinterna).

La continuita terapeutica durante l'orario scolastié garantita dal
Protocollo per la Somministrazione dei Farmaci acge (Ministero della pubblica
Istruzione e Ministero della Sanita, 25/11/2005).

E’ possibile ottenere metodi di valutazione di fitof personalizzati sulle
performance del paziente diversamente abile in glit ordini e gradi della
formazione scolastica e universitaria (quiz a risponultipla anziché interrogazioni
orali, scrittura elettronica anziché a penna).

Il diritto all'integrazione sociale

Il Diritto all'Integrazione Sociale viene tutelatapprima con l'inserimento
nella popolazione scolastica e quindi nel mondo ldebro ( 482/1968; L
68/1999; DM 91/2000; Circ Min Lavoro e Prev Soci@®00Q. E’ previsto un
collocamento obbligatorio per diversamente abiln adduzione della capacita
lavorativa superiore al 45%, attraverso assunzianaziende private e strutture
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pubbliche con piu di 15 dipendenti, partiti politiorganizzazioni sindacali e
sociali, 0 anche occupazioni con mansioni a ddimioicon modalita di telelavoro.

Il congedo parentale

Tra i presidi e le agevolazioni per sostenere haigda con un paziente
diversamente abile a carico, &€ importante ricordlasistenza di congedi parentali:
diritto al prolungamento fino a tre anni del peoodi astensione facoltativa dal
lavoro, a condizione che il disabile non sia ricete a tempo pieno o, in
alternativa, due ore giornaliere di permesso refiabfino al compimento del terzo
anno. Successivamente al terzo anno, chi assstads parente fino al terzo grado
ha diritto a tre giorni di permesso mensile (cdntzione figurativa, pari all’80%),
fruibile anche in modo continuativo.

Il lavoratore pubblico o privato che assista comticwita figlio o affine
entro il terzo grado ha diritto di scegliere, ovasgbile, una sede di lavoro piu
vicina al proprio domicilio e non puo essere tregfan altra sede senza consenso.

Il permesso giornaliero e fruibile per il figlio sdibile maggiorenne dal
convivente anche se l'altro genitore non lavora siano presenti in famiglia altri
soggetti non lavoratori in grado di prestare assizt. Per il figlio maggiorenne non
convivente devono ricorrere requisiti di continudgd esclusivita dell’assistenza
(altro genitore che non lavora o assente) o marcdnaltri soggetti non lavoratori.

I mancato possesso di patente da parte di un iEmilnon lavoratore
convivente puO essere motivo per la concessionepdanessi a favore di un
familiare lavoratore convivente, a patto che nanaidisponibili altri servizi di
trasporto e solo per i giorni in cui tale necessitdlevabile, anche se ricorrente o
fissata in date prestabilite.

L’Art 3, ¢ 106dellaL 350/2003ha abrogato la condizione che imponeva
guale requisito della concessione dei permessibudir che il disabile fosse in
possesso di certificato di handicap grave da alnoemgue anni (vecchiart 4 bis
dellaL 1204/197).
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CAPITOLO 3

PROGETTO 2: VALUTAZIONE DELL'EFFICACIA
DELLA TERAPIA ORALE CON
TETRAIDROBIOPTERINA (BH ,), NEL RIDURRE |
LIVELLI PLASMATICI DI FENILALANINA IN
TUTTI | PAZIENTI CON IPERFENILALANINEMIA
(HPA) E VALUTAZIONE DELLA TOLLERABILITA

E DELLA SICUREZZA DEL TRATTAMENTO CON

BH,A LUNGO TERMINE.

Studio Finanziato dalla Agenzia Italiana del Farmac(AlFA)

Protocollo FARM5MATC7
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3.1 INTRODUZIONE

L'iperfenilalaninemia (HPA; MIM 261600) e un erroreongenito del

metabolismo, a carico delathwaymetabolico dell’aminoacido fenilalanina

(Phe), ereditato con modalita autosomico recessiva.

La HPA rappresenta uno dei piu frequenti errorigeamti del metabolismo.

L'incidenza di tale patologia in Europa e negli t5taniti nella razza

caucasica € di 1 affetto ogni 10.000 - 20.000 wati, ma in alcune

popolazioni la prevalenza e risultata ancora magg{&criver CR et al.,

2001). Nel 98% dei casi, le HPA sono causate daaznmuii nel gene che

codifica per I'enzima fenilalanina idrossilasi (PAHC 1.14.16.1) (Scriver

CR et al., 2001). La PAH é un enzima espresso [@eteanente nel fegato

(ma e espresso anche nel rene e nel pancreas)abkzzzatin modo

irreversibile I'idrossilazione della Phe, un amioig® essenziale, in tirosina

(Tyr) (Figura 1).

La PAH e il principale determinante vivo del’omeostasi e del metabolismo

della Phe, e la riduzione e/o I'assenza della #iaata determina un aumento

delle concentrazioni plasmatiche della Phe, che somsiderate tossiche per

il cervello, e una ridotta produzione di tirosina.

La fenilalanina € un aminoacido essenziale cheepigd alla costituzione

delle piut comuni proteine alimentari. Viene normahte metabolizzata

nell'organismo secondo cinque vie differemiigura 2):

1. Idrossilazione a livello dell’anello benzenico iagizione para che porta a
tirosina;

2. Utilizzazione per la sintesi proteica,

3. ldrossilazione a livello dell’anello benzenico iagizione orto che porta a
ortotirosina;

4. Transaminazione con l'acidar-chetoglutarico, che porta ad acido

fenilpiruvico;
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5. Decarbossilazione, che conduce alla formazione ehildtilamina,

ammina simpaticomimetica biologicamente attiva.

La via quantitativamente piu importante € quella cbnduce a tirosina ed e
proprio a questo livello che si verifica il bloceoetabolico che porta alla
HPA. Il blocco della principale via catabolica @eRhe determina, in caso di
un apporto alimentare normaléigura 2):
Incremento notevole della fenilalaninemia;
Abnorme escrezione urinaria di acido fenilpiruviagido fenillattico,
acido fenilacetico ed acido ortoidrossifenilpiruyiche non sono di per sé
metaboliti anomali (Walter JH et al., 2006)
Riduzione dei livelli plasmatici di tirosina.
Altre anomalie biochimiche riscontrate nelle HPAsd@igura 2):
Diminuita biosintesi di melanina, per inibizionengpetitiva della Phe
sulla tirosinasi;
Diminuzione dei livelli plasmatici di 5-OH-triptama, di dopamina e di
GABA per inibizione delle decarbossilasi specifichd opera dell’acido
fenilpiruvico;

Elevata escrezione urinaria di composti indolidi emdacano.
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Figura 1

Idrossilazione della fenilalania:

La fenilalanina viene idrossilata a tirosina mediante I'attivita catalitica della fenilalanina idrossilasi (PAH),
che richiede la presenza del cofattore pterina non coniugato, la tetraidrobiopterina (BH,). Durante il
processo di idrossilazione della fenilalanina, la BH, viene ossidata a chinonoide diidrobiopterina (QBH2).
La forma attiva di BH,; viene poi rigenerata attraverso l'azione sequenziale della PCD pterina-4a-
carbinolamina deidratasi e della diidrobiopteridina reduttasi (DHPR) o potrebbe essere sintetizzata de
novo dalla guanosina trifosfato (GTP).

(Figura ripresa da Harding CO, 2010)

113



H. biopterina

Proteine
dietetiche e

Proteine
tissutali

Proteine
dietetiche

Fenilalanina
idrossilas

Fenilalanina Tirosina

H20

[ CO,+ H,O ]

‘ Feniletilamin Epinefrina

e

Melanina

Ortoidrossi-fenilacetato*

\ 4

Fenilacetato*

Fenilpiruvato*

\ 4 \ 4
Fenillattato* Fenilacetilglutamina*

. Sito del difetto enzimatic

* prodotti di accumulo in pazienti co HPA

Figura 2

Metabolismo della fenilalanina nelle iperfenilalani nemie

La fenilalanina viene normalmente metabolizzatd arglanismo secondo cinque vie differenti:

Idrossilazione a livello dell'anello benzenico ingizione para che porta a tirosina;

Utilizzazione per la sintesi proteica;

Idrossilazione a livello dell'anello benzenico ingizione orto che porta a ortotirosina;

Transaminazione con I'acide-chetoglutarico, che porta ad acido fenilpiruvico;

Decarbossilazione, che conduce alla formazionewilétilamina, ammina simpaticomimetica biologicateeattiva.

okrwdPE

Figura modificata da Ross Metabolic Formula SystBimtrition Support Protocols 3rd Edition




Il deficit di PAH determina HPA di grado variabildi severita. La
classificazione delle HPA da deficit dell'enzima IRAiene conto di due
parametri che si correlano strettamente ¢attivita enzimatica residua
livelli di Phe riscontrati alla diagnosi e la tobeza a tale aminoacido. Per
tolleranza si intende il piu alto intake di Phe tale da caonge una
fenilalaninemia compresa nel range consideratafeic(120-360umol/L).

Tale classificazione permette di suddividere le HRPA

PKU classica(Classic PKU o HPA 1), con livelli di Phe alla
diagnosi >120Qumol/L e una tolleranza di 250-350 mg di Phe/die

(attivita enzimatica residua stimata <%

PKU lieve (Mild PKU o HPA II), con livelli di Phe alla diagrsi
compresi tra 600 e 12Q0nol/L e una tolleranza di 350-400 mg di
Phe/die &ttivita enzimatica residua stimata compresa tra g il
5%);

Iperfenilalaninemia lieve (MHP o HPA Ill), con livelli di Phe
alla diagnosi <60Qumol/L e una tolleranza di 400-600 mg di

Phe/die &ttivita enzimatica residua stimata >5%

La severita del fenotipo biochimico dipende, neflaggior parte dei casi, dal
tipo di mutazione e quindi dallattivita enzimatic@sidua; dagli studi
pubblicati si evince pero che questa correlazione & cosi semplice e
scontata e che i fattori che possono modificargpfessione fenotipica sono
molteplici (Guldberg P et al., 1998).

La PAH e un omotetramero che per svolgere la duatatcatalitica richiede
la presenza di molecole di ossigeno, ferro, e urfatmoe, la

tetraidrobiopterina (Bb).
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Nel 2% dei casi, 'HPA e determinata da un gruppali@razioni riguardanti

i pathways di biosintesi e rigenerazione della Bhatti, la BH, puo essere
sintetizzatade novoin diversi tessuti, incluso il fegato, a partiralld
guanosina trifosfato (GTP), ma pu0 anche essemclata dopo
I'idrossilazione della fenilalanina attraverso un@azione enzimatica di
riduzione (Thony B et la., 2000Figura 1). Generalmente il trattamento di
guesta forma di HPA, un tempo chiamata PKU maligrapsiste nella
integrazione orale di BH4 e di neurotrasmettitori.

La BH; & implicata nelle reazioni di idrossilazione dititgli amminoacidi
aromatici (Phe, tirosina e triptofano), e pertansvolge un ruolo
fondamentale nella sintesi di due neurotrasmeittittr dopamina e la
serotonina, entrambi cruciali per lo sviluppo deitesma nervoso centrale
(Figura 3).

116



Guanosine triphosphate (GTP)
GIPCH

Neopterin <— Dihydroneopterin triphosphate
PIPS

6-Pyruvoyl-tetrahy dropterin @ @

SR
Phenylalanine | Tyrosine Tryptophan Arg
Tetrahydrobiopterin
DHPR PAH =+ TH TPH Nos

PCD ¥

i L-DOPA 5-OH-Tryptopha i

g-Dihydrobiopterin <—|— Prerin.<—" 1¥1°%"e ryptophan | Cit
4a-carbinolamine

Y
l Dopamine Serotonin

Biopterin
Primapterin l l

NO:

Figura 3

Biosintesi e rigenerazione della tetraidrobiopterin a con i possibili difetti metabolici e il catabolis mo

della fenilalanina

GTPCH, GTP cicloidrolasi; PTPS, piruvoil-tetraidraipterina sintasi SR, sepiapterina reduttasi; DHRIRdropteridina
reduttasi; PCD, pterin-4a-carbinolamina deidrataddHFR, diidrofolato reduttasi; GFRP, proteina stifaote la GTP
Ciclo idrolasi; PAH, Fenilalanina idrossilasi; THirosina idrossilasi; TPH, triptofano idrossilasNOS, ossido nitrico
sintetasi; HVA, acido omovanilllico; 5HIAA, aci@eidrossiindolacetico; Arg, arginina; Cit, citrultia.
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3.2 QUADRO CLINICO

La storia naturale della malattia, se non tratteegcocemente, € dominata da
un progressivo e irreversibile danno neurologicaon am grave ritardo
mentale.

Livelli persistentemente elevati delle concentrariplasmatiche della Phe,
riscontrati in pazienti non trattati, sono statkaiti associate a grave ritardo
dello sviluppo psicomotorio, scarsa crescita, diffia nel comportamento e
ad altre condizioni cliniche patologiche.

Piu della meta dei bambini fenilchetonurici nascen ccaratteristiche
somatiche tipiche della malattia: cute chiara, o@azurri e capelli biondi,
sintomi questi da porre in relazione al difettopdimentazione, secondario
alle alterazioni del metabolismo della melaninasddmo notarsi nei primi
mesi di vita un odore particolare, descritto daualaccome un caratteristico
odore di topo (dovuto all'escrezione di acido faodtico), eczema nel 20-
40% dei casi, microcefalia, scarso accrescimento ued particolare
irritabilitd. Si rende poi evidente il ritardo mate grave (Ql < 50%)
accompagnato da iperattivita, comportamenti aatjsthiovimenti afinalistici
e stereotipati. E frequente il riscontro di segivamidali, quali ipertono
muscolare con riflessi osteotendinei iperevocabpiasticita, manifestazioni
Parkinson-simili quali movimenti coreo-atetosici e@isturbi della
deambulazione. Circa I'80% dei ragazzi affetti nivattati dalla nascita
presenta alterazioni aspecifiche elettroencefafmj®, accompagnate da
epilessia nel 25% dei casi; il tessuto cerebralgudisti pazienti presenta
allesame istologico una ridotta arborizzazione digita, alterata
sinaptogenesi e disturbi della mielinizzazione.twatamente lo screening
neonatale ha reso ormai la classica presentaziomeacdella PKU solo un

lontano ricordo.
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3.3 PATOGENESI

Ancora oggi, i meccanismi fisiopatologici che somtla base delle
disfunzioni cognitive descritte nei pazienti con AlRon sono ancora ben
definiti. Teoricamente, le alterazioni cerebraktnebbero essere causate da
elevate concentrazioni plasmatiche di Phe e/o dattrilivelli ematici di
tirosina. Le concentrazioni plasmatiche di tirosinan sembrano essere
correlati con l'outcome cognitivo nella PKU, e lapplementazione di
tirosina non e in grado di prevenire il ritardo rtad@. Alcuni dati riportati in
letteratura, mostrano che la iperfenilalaninemian égrado di alterare la
mielinizzazione delle fibre nervose, determinandaitardo o una riduzione
della mielinizzazione nei bambini, e una perditandelina negli adulti.
Shefer et al. (2000) ipotizzarono che la ridottalmizzazione riscontrata
nella PKU potrebbe essere causata da una ridottessidel colesterolo. In
particolare, essi osservarono che la iperfenilalmia era in grado di
compromettere il pathway della biosintesi del daleso, riducendo I'attivita
della 3-idrossi-3-metilglutaril Coenzima A reduttasnzima fondamentale
per la formazione del colesterolo. Un altro fattcheave nel determinismo
delle alterazioni cerebrali descritte nella PKU ‘altérata sintesi e
funzionalitd dei neurotrasmettitori. Bassi livetli tirosina, secondari alla
ridotta idrossilazione della fenilalanina, deteramn una ridotta sintesi di
dopamina (e quindi di norepinefrina), con consetpienduzione della
neurotrasmissione. Il sistema dopaminergico svoigeuolo fondamentale
nelle funzioni cognitive all'interno della corteacpre-frontale. E noto che
una disfunzione della corteccia pre-frontale puoteeinare una
compromissione delle funzioni esecutive (inclusdulezioni cognitive) nei
pazienti anziani (Huijbregts SC et al., 2002).

Inoltre, la Phe viene trasportata nel cervello et un transportatore,
definito trasportatore degli aminoacidi neutri (LAfransportatore), che
attualmente € considerato svolgere un ruolo mohgportante nella

patogenesi delle alterazioni cerebrali nei pazieati PKU. LAT1 si lega in
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modo selettivo agli aminoacidi neutri (valina, satina, leucina, metionina,
treonina, triptofano, tirosina, istidina e Phe) rPalge WM. 1998). Gli
aminoacidi neutri si legano in modo competitivo tedsportatore LATL1.
Differente e I'affinita con cui il trasportatore OA si lega agli aminoacidi
neutri, e la Phe presenta un’elevata affinita petrasportatore LATL.
Pertanto, e ipotizzabile, che elevate concentrazt@smatiche di Phe nella
PKU, determinino un marcato incremento dell'uptdkda Phe dal sangue al
cervello e una riduzione delluptake degli altri iaoacidi neutri,
determinando a livello cerebrale una ulteriore ttalalisponibilita di tirosina
e di tutti gli altri aminoacidi neutri. Nel cervell il deficit di aminoacidi
neutri potrebbe compromettere sia la sintesi prate/o la produzione dei
neurotrasmettitori, e conseguentemente determittardo mentale e le altre
sequele neurologiche e cognitive osservate nelld ke Groot MJ et al.,
2010). Altre evidenze sperimentali riportate indedtura hanno mostrato che
la iperfenilalaninemia potrebbe interferire consistema glutammatergico,
fondamentale per lo sviluppo cerebrale (Martynyuk & al., 2005; Feillet F
et al., 2010) Kigura 4).

In aggiunta agli effetti sul trasporto degli amnaocai attraverso la barriera
emato-encefalica, la Phe altera i pathways di gll@msone della tirosina e
decarbossilazione del triptofano con conseguentduzione della
concentrazione di dopamina e serotonina a livedldSiNC.

Infine, & stato osservato che i pazienti con PKapdosticati precocemente
(entro le prime settimane di vita trattati) e t#ittin modo adeguato per lungo
tempo, sembrano presentare livelli di quozientelligttivo (IQ) piu bassi

rispetto alla popolazione normale (de Groot MJ.e£Q10).
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Figura 4

Potenziali meccanismi fisiopatologici ipotizzati de | danno neurologico indotti da iperfenilalaninemia:

Phe indica fenilalanina; BBB, barriera ematoencefalica; LAT1, trasportatore di aminoacidi tipo-L; BH4,
tetraidrobiopterina; HMG-CoA, 3-idrossi-3-metilglutaril-coenzima A; Tyr, tirosina; Trp, triptofano (Figura
ripresa da Feillet F, 2010).
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3.4 ANALISI MUTAZIONALE DEL GENE PAH

Il locus del gene della PAH é stato mappato sutdicalungo del cromosoma
12, regione q22-g24,1; il gene €& lungo 90Kb e emwti 13 esoni; ogni
monomero dellenzima PAH é di 50 Kd ed e formato tda domini: un
dominio regolatore (AA 1-142) contenente una segaeall’N-terminale di
autoregolazione, un dominio catalitico (AA 143-41€hHe include il sito
attivo legante il ferro e il sito di legame conB#l,, ed infine un dominio di
tetramerizzazione (AA 411-452) al C-terminale fomeatale per la
polimerizzazione delle diverse subunitBigura 5). L’attivita enzimatica
della PAH e regolata dal substrato (Phe) e dalt&a(BH,) (Blau N et al.,
2004); essa € maggiore se la conformazione enzianatiomotetramerica e
non omodimerica (Steinfeld R et al.,, 2003). Attuahte, piu di 500
mutazioni sono state identificate e raccolte in database internazionale

(http://lwww.mcaqill.ca/pahdpbche determinano un deficit della PAH. | difetti

genetici riconosciuti sono mutazioni missenso (61%glezioni (14%),
nonsenso (5%), di splicing (11%) e di frameshifbj6 Non & sempre facile
riuscire a predire il fenotipo biochimico sempliceme analizzando il tipo di
difetto genetico; I'ambiguita e la discrepanza dgrmfenotipo sono piu
evidenti nei casi di eterozigosi, dove € possihiela conformazione
dimerica o tetramerica dell’enzima un meccanismocalinplementazione
allelica in vivo tra i due differenti monomeri mtita
Molteplici sono i motivi ipotizzati della mancateoreelazione genotipo-
fenotipo (Kayaalp E et al., 1997):
= |’ampia eterogeneita allelica del locus della PAHresponsabile
dell’elevato numero di pazienti eterozigoti e detente possibili
interazioni tra subunita enzimatiche diverse;
= Data la possibile segregazione di piu di due véarelteliche del gene
PAH all'interno della stessa famiglia, & possilatee coppie di fratelli

abbiano fenotipi biochimici differenti;
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= Poiché la Phe viene eliminata dal pool plasmatiteerso la sua
captazione epatica e la sua successiva idrossi&zioi sono altri
fattori, tra cui processi di transaminazione e tagone dell’attivita
enzimatica, che possono determinare una variazieli&spressione
clinica della mutazione allelica;

= Variabilita biologica individuale dei valori plastia di Phe;

» Possibile cosegregazione di una seconda mutazoresisu di un
allele mutato influenzante il fenotipo;

= |’effetto ipotizzabile di polimorfismi allelici;

Differenti metodi e criteri utilizzati per la diagsi e la classificazione
della HPA.

Risultati di diversi studi suggeriscono che in cds@enotipi eterozigoti la
piu lieve di due mutazioni e “quasi-dominante” etedmina il fenotipo

clinico, cid & supportato da numerose incongrueimetate in letteratura. E
noto che allo stesso genotipo possono corrispondar@&anti fenotipiche

differenti; ci0 e stato osservato per le mutaziB2i61Q e Y414C quando
presenti in omozigosi. Talvolta sono stati osservasi di fenotipo lieve in

pazienti con due mutazioni prive di attivita enziiwa residua in vitro. Infine
in alcuni pazienti con una forma di HPA lieve éa&tavidenziata una minore
tolleranza alla Phe mentre seguivano un regimeetitet appropriato e
un'aumentata tolleranza alla Phe in corso di ue#adneno ristretta di Phe.
In questo caso e possibile che i livelli di Pheiabb potuto modulare
I'effetto di alcune mutazioni, come dimostrato pébT, R261Q, R158Q,
L48S e Y414C frequentemente rappresentate in pazien discrepanze

genotipo-fenotipo.
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Blau, M. and H. Erlandsen {2004). "The metabolic and molecular bases of tetrahydrobiopterin-responsive phenylalanine hydroxylase deficiency.”

Figura 5

Schematica rappresentazione del monomero di PAH.
Il dominio di regolazione N-terminale & colorato in arancio (residui 1-142), il dominio centrale catalitico &
colorato in grigio (residui 143-410), e il dominio di tetramerizzazione C-terminale € colorato in blu (residui

411-452).
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3.5 DIAGNQOSI

Nel 1960 il microbiologo R. Guthrie, per poter diagticare alla nascita una
condizione di HPA, invento un test, sensibile €goostoso, di inibizione
batterica: il test di Guthrie. Per lo screeningettfato con questo tipo di test
si usa un prelievo di sangue capillare adsorbitcata da filtro e come
competitiva fra un inibitore specifico e I'aminodciPhe sulla crescita di un
microrganismo (B. subtilis) in terreno di colturdeffetto antagonista
dell'aminoacido e proporzionale alla sua conceira per cui il metodo e
semiquantitativo.

Il cut-off applicato nelle diverse sedi di screenaéncompreso tra 2 e 4 mg/dl
('abbassamento della soglia a 2 mg/dl aumentaelasibilitd del test a
discapito della specificita e del valore preditjivth prelievo viene eseguito
in 3a-5a giornata di vita, quando cioe il neonatodgia assunto un certo
carico proteico con l'alimentazione.

Il test di Guthrie é stato il principale strumenlicscreening fin dal 1960, ma
solo nel 1987 una legge regionale lo ha reso oatdigp in Campania; una
legge nazionale del 1992 lo ha reso infine obbdigatsu tutto il territorio
italiano.

L’introduzione delloscreening neonataleper rilevare pazienti affetti da
HPA ha consentito l'inizio precoce del trattamerdeetetico a ridotto
contenuto di Phe, determinando un drammatico nm@@nto dell’outcome
dei pazienti affetti da HPA e prevenendo le graquele cliniche associate
alla PKU.

Qualora rilevata una condizione biochimica di HR&pprofondimento
diagnostico viene attuato con la determinazionentjadiva del livello
plasmatico di Phe mediante cromatografia a scaminao su colonna.
Livelli di Phe persistentemente alti possono o@rzimente comparire in

neonati pre-termine o con ipertirosinemia trangtoin bambini malati,
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particolarmente dopo nutrizione parenterale comaagidi e in pazienti con
epatopatia (dove si hanno aumentati livelli di m&tha, tirosina,
leucinal/isoleucina e Phe). Successivamente, peeriatk conferma
diagnostica € possibile effettuare I'analisi molao® del gene PAH. Oggi e
possibile anche la diagnosi prenatale di PKU nighaiglie che presentano
altri figli affetti con mutazioni note: I'analisi atecolare puo essere effettuata

sul DNA isolato dai villi coriali o da colture detlule amniotiche.
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3.6 LA TERAPIA DIETETICA

La principale terapia della HPA & una dieta a tml@ontenuto di Phe; per
essere ottimale il suo inizio deve essere precaced il primo mese di vita).
L'obiettivo della dieta € di mantenere le conceritrai della Phe plasmatica
entro i livelli raccomandati, per favorire una @is e uno sviluppo normale.
Tale obiettivo e possibile solo mediante I'esclusialalla dieta di cibi ad alto
contenuto proteico, che contengono quindi ancleeahcentrazioni di Phe,
guali ad esempio la carne, il pesce il formaggle aova. Tuttavia la Phe é
un aminoacido essenziale e non puo essere totanmemaiuso dalla dieta,
pertanto la dieta prescritta deve sempre contguiecele quantita di Phe per
soddisfare le richieste plastiche dell'organismer Barantire un “intake”
proteico sufficiente la dieta € completata con afith speciali a scarso
contenuto di Phe e integratori di aminoacidi e onatrienti. Nel corso del
follow-up, va posta attenzione ad evitare valoasphatici di Phe piu bassi di
guelli consigliati per il rischio di carenza, chepsattutto in un lattante in
rapido accrescimento pud condurre a gravi conseguémoressia, anemia,
diarrea, rush cutaneo). Il trattamento dietetiqseltato essere efficace nel
prevenire danni neurologici solo se vengono maridivelli plasmatici di
Phe tra 2 e 6 mg/dl (National Institutes of Hedltbnsensus Development
Conference Statement, 2001). Pertanto i pazienti HBA devono essere
sottoposti ad uno stretto monitoraggio della Plesmlitica e ad un controllo
periodico degli indici nutrizionali, del suo svilpp staturo-ponderale e psico-
motorio.

E riportato, in letteratura, che la mancata adesala dieta, in eta adulta puo
determinare una riduzione del quoziente intellettidelle abilita aritmetiche,
della percezione visiva, disturbi del comportamestvere alterazioni nella
sfera delle emozioni, deficit dell’attenzione, igivita, tremori, depressione,
ansieta e agorafobia (Levy HL et al., 1994). Ndibmne gravide con PKU,

elevati livelli plasmatici di fenilalanina possoessere teratogeni per il feto,
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determinando ritardo di crescita intrauterino, mmo&falia, ritardo mentale,
dimorfismi facciali e difetti cardiaci congenitiyweero la cosiddetta sindrome
da PKU materna.

In questi ultimi anni e diventato sempre piu chiaie una dieta a ridotto
contenuto di Phe deve essere continuata per wttetd. Dal 1993 la UK
MRC (Working Party Guidelines) raccomanda che lapgm dietetica sia
continuata per tutta la vita in considerazione wemerosi casi di adulti
fenilchetonurici, con scarso controllo metabolicagventi disturbi
dell'attenzione, comportamentali e neurologici #addifficolta di riproporre
un regime dietetico alle donne affette che deciddng@rogrammare una
gravidanza.

Linee guida nazionali sono state pubblicate in igenazioni Europee per
favorire un adeguato management dei pazienti cofs. HRtte le linee guida
raccomandano che il trattamento dietetico debbaressiziato quanto piu
precocemente possibile dopo la nascita, e che ihitoraggio delle
concentrazioni plasmatiche della Phe e la valutezidei parametri clinici
debba proseguire per tutta la vita. Mentre per tuarnguarda le
concentrazioni plasmatiche di Phe raccomandate nturd trattamento
dietetico, le linee guida variano nei diversi S{&chweitzer-krantz S et al.,
2000). In Germania per esempio la German Workingu@mof Inborn Errors
of Metabolism ha formulato nel 1997 le nuove Iligpeda per |l
“management” dei pazienti affetti da PKU, che poeweo: dalla nascita ai 9
anni la fenilalaninemia deve essere mantenuta Qra 240umol/L (0,7-4
mg/dl); dopo i 9 anni e fino ai 15 anni deve essamntenuta tra 40 e 900
umol/L (0,7-15 mg/dl); dopo i 15 anni il range cagigto € meno ristretto ed
e compreso tra 40-120@mol/L (0,7-20 mg/dl). Gli inglesi fino ai 5 anni
raccomandano di mantenere livelli plasmatici di Bbompresi tra 120 e 360
umol/L (2-6 mg/dl), dai 6 ai 16 anni livelli compidga 120 e 48Qumol/L (2-

8 mg/dl), dopo i 16 anni e per il resto della visl@comandano di mantenere
livelli compresi tra 120 e 700mol/L (2-11,7 mg/dl).
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3.7 APPROCCI TERAPEUTICI ALTERNATIVI

Per molte decadi, una dieta a ridotto contenuferialanina e stata la pietra
miliare per il management delle HPA. Attualmentdrattamento dietetico,
iniziato precocemente, rappresenta ancora il g@ldesrd terapeutico per le
HPA,; tuttavia la dieta comporta numerosi aspetgatiei, quali: faticosi
schemi dietetici, deficit nutrizionali, uso di patl dietetici sgradevoli e
poco palatabili al fine di favorire un adeguatoake di proteine e quindi
un’adeguata crescita, problemi psicologici e ridagei della qualita di vita. La
dieta nei pazienti con HPA, in particolare nei paticon la forma classica, &
molto ristretta, e per gli adolescenti e gli adwtidifficile attenersi alle
prescrizioni dietetiche per mantenere i livellifenilalanina plasmatica entro
il range dei valori consigliati per I'eta. La congice alla dieta per tutta la
vita € fondamentale per evitare danni neurolo@cistima che, tra i pazienti
con HPA, circa il 75% degli adolescenti e deglilddpresentano una scarsa
compliance alla dieta, con conseguente aumentolividli plasmatici di
fenilalanina. Inoltre si stima che negli Stati Wntirca i 2/3 delle donne
gravide affette da PKU non seguivano alcun schemetito prima di
iniziare la gravidanza (Brown AS et al., 2002).

Da qui la necessita di individuare delle terapiterahtive al trattamento
dietetico che possano aiutare i pazienti con HPRamtenere un adeguato
controllo metabolico e migliorare la qualita diavidi questi ragazzi. Per poter
migliorare I'outcome dei pazienti con HPA, approteiapeutici alternativi
sono stati studiati quali, la terapia con tetrdnilopterina (BH; sapropterina)
(Kure et., 1999), la supplementazione con aminoanieutri (LNAA)
(Matalon R et al.,, 2006), la terapia enzimaticatisgs/a che utilizza
I'enzima fenilalanina ammonio-liasi (PAL) (SarkiasiCN et al., 2008) e la
terapia genica (Ding Z et al., 2008).

L'obiettivo della terapia genicae quello di reinstaurare permanentemente
I'espressione della PAH nel fegato, purtroppo fgiitesperimenti provati sul

topo sono falliti per vari motivi: scarsa espressigyenica, produzione di
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anticorpi neutralizzanti e la mancanza del cofattor organi target non
epatici. Il trapianto epatico potrebbe correggeenamente il deficit della
PAH ma il rischio dell'intervento chirurgico e dellsuccessiva terapia
immunosoppressiva non lo rendono una terapia alii®en al trattamento
dietetico (Harding CO & Gibson KM, 2010).

Un aumentato interesse perté&apia enzimatica sostitutivata emergendo
in molte malattie metaboliche ed anche per la PKWjstema enzimatico
sperimentato e la fenilalanina ammonio-liasi (PAIC 4.3.1.5). Tale enzima
converte la Phe senza necessita del cofattore madiotto della reazione é
I'acido trans-cinnamico (sostanza con bassissinsaidiba) convertito nel
fegato ad acido benzoico, il quale & poi escretoleourine principalmente
sotto forma di ippurato (Kim W e al., 2004). Sebdda somministrazione
orale sia piu accettata dal paziente, essa e graadla reazione di proteolisi
indotta dall’acidita gastrica e dagli enzimi inteati, superata solo in parte
da varie tecniche di incapsulamento dell’enzima. dqteesto motivo € stata
presa in considerazione la via di somministrazipaeenterale anche se un
grosso ostacolo per questa modalita di trattameént@ppresentato dalla
immunoreattivita della PAL. Per superare questmineniente il metodo
della PEGylation e stato applicato anche per la Fdamez A et al., 2007).
Recenti studi hanno dimostrato I'efficacia terap=utdi unamiscela di
aminoacidi neutridi nei pazienti con HPA (Matalon R et al., 200@hme
indicato sopra, gli amminoacidi neutri utilizzanper attraversare la mucosa
intestinale, un carrier molto simile a quello wizlato per superare la barriera
emato-encefalica; il loro effetto nel ridurre Ianifelaninemia é determinato
da un meccanismo di competizione con la Phe aldivdil questi carriers
(Matalon R et al., 2006).

Recenti studi sono a favore di un possibile ru@tbadBH, nel trattamento di
un gruppo di pazienti con HPA da deficit della PAHeffetto della
somministrazione di BiHesogena risulta in un aumento della tolleranza all
Phe e in un miglioramento del controllo metabok@® in pazienti con HPA

lieve che in un considerevole numero di ragazziwofenotipo piu severo. Il
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genotipo della PAH e l'attivita enzimatica resida@no considerati predittori

utili della sensibilita alla B
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3.8 LA TETRAIDROBIOPTERINA (BH4)

La tetraidrobiopterina (BkJ, cofattore degli enzimi che idrossilano gl
amminoacidi aromatici, € importante nel catabolistietla Phe, Tirosina e
Triptofano e nella biosintesi della dopamina e ssnma. La dieta a ristretto
contenuto di Phe, ha rappresentato per anni l'utécapia efficace nel
prevenire tutte le complicanze che comporta la Hpétroppo la dieta e
gravata da enormi problemi psicologici e da scamsapliance soprattutto a
partire dal periodo adolescenziale. Da diversi aspinti dalla necessita di
sperimentare nuovi approcci terapeutici, numertsiishanno sperimentato
I'efficacia e la tollerabilita della B Nel 1975 Milstein e Kaufaman per la
prima volta ipotizzarono un possibile uso dellaBidr il trattamento della
HPA, in pazienti con attivita enzimatica residua,guanto la Bl poteva
stimolare I'attivita della PAH. Nel 1999, Kure e llaboratori (Kure et.,
1999), trovarono una riduzione dei livelli di fealdnina plasmatica in
seguito alla somministrazione per via orale di;Bidpazienti con lieve HPA.
In questo studio furono analizzati 5 pazienti cafdfRKU a dieta libera. In
guattro pazienti, dopo il carico con BHsi assistiva ad una riduzione del 40-
70% delle concentrazioni plasmatiche della fenilma. Tale risposta fu
piuttosto sorprendente, poiché i pazienti con HPdsentano livelli normali
di BH,4 nel sangue e nelle urine. Successivamente, nunatostudi hanno
confermato tali dati, aprendo in tal modo nuovespsitive terapeutiche nel
trattamento delle HPA. Studi successivi, hanno ratstche la BH € in
grado di attivare l'attivita enzimatica residua ldePAH e in tal modo
migliorare, seppur parzialmente, il metabolismoidsts/o della Phe in una
proporzione significativa di pazienti con PKU (Maatet al., 2002; Muntau
AC & Gersting SW, 2010). Le basi della responsiatia BH, potrebbero
essere correlati a differenti meccanismi molecoldtimerose ipotesi sono
state formulate per spiegare la sensibilita alla,,Bidttavia i meccanismi

molecolari che sono alla base della responsivita BH, non sono ancora
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ben definiti. Attualmente, i possibili meccanismasponsabili della BH

responsivita sono:
La ridotta affinita di legame con la BKe quindi 'aumento della Km
enzimatica) dovuta a mutazioni localizzate in gpondenza delle
regioni leganti il cofattore (CBR) pu0 essere ctbar@aumentando le
concentrazioni del cofattore attraverso la sua lsupgntazione orale.
Esempi di questo tipo di mutazioni sono: V245A, R2[ R261Q,
R261X localizzate nella regione CBR1; E280K, P28413°281L
localizzate nella regione CBR2.
La BH, induce I'espressione genica della PAH, dato quesservato
per le mutazioni presenti nel dominio di regolagioN-terminale
(L48S);
La BH, aumenta la stabilita dellenzima (omopolimerico ed
eteropolimerico) nel caso in cui i genotipi abbiaoba o due
mutazioni missenso localizzate nel dominio C-teaten di
tetramerizzazione (Y414C, A309V e V388M); la Bhbotrebbe
favorire la conformazione dimerica che pur avenduatiivita
catalitica piu bassa viene degradata piu lentamente
Azione della BH come chaperone farmacologico e prevenzione del
“misfolding dellenzima PAH. Alcune mutazioni della PAH, in
particolare mutazioni di tipo missense, descrittme potenzialmente
responsive, determinano un alterdbdding della proteina; la BH
potrebbe influenzare la struttura terziaria e guaea dell’enzima
mutato conferendogli un’aumentata attivita resigMantau AC &
Gersting SW, 2010). Mutazioni genetiche, in paticomodo
mutazioni missense, determinano la produzione dotepra
misfolding con conseguente perdita di funzione, in quanto tal
mutazioni riducono la stabilita della proteina, a@m@ano la
degradazione della proteina determinando in talanata riduzione
delle concentrazioni dell'enzima funzionale nellleule (Muntau
AC & Gersting SW, 2010). Sulla base degli studiettfati da
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Muntau AC, tale meccanismo sembrerebbe essere inkcipale
meccanismo molecolare alla base della responsialita BH,
(Muntau AC & Gersting SW, 2010). Infatti Muntau A& Gersting
SW, hanno dimostrato che Ila somministrazione di i dos
farmacologiche di Bkl € in grado di ripristinare la funzione
dellenzima PAH, attraverso una correzione dakfoldnfig della
PAH. E stato osservato inoltre che, il legame aé¢httore alla PAH

in assenza o prima del legame con la Phe inibiscesda
tetramerizzazione e favorisce la formazione deledoma piu bassa

attivita, ma con maggiore stabilita (Steinfeld Raket 2003).
Azione stabilizzante della Bfsul'mRNA

La responsivita alla BiHpotrebbe essere associata a mutazioni nel gelze del
PAH che determinano la formazione di forme variaill’'enzima con
attivita enzimatica residua. Numerose evidenze nsifighe riportate in
letteratura, hanno mostrato che vi sono mutazienietiche predittive della
responsivita alla Bl Molte mutazioni sono state caratterizzate e defin
come responsive 0 potenzialmente responsive sudlae bdell'attivita
enzimatica residua e del test da carico in vivaoF pochi anni fa, il test da
carico con BH, era tradizionalmente utilizzato per diagnosticana forma
di HPA dovuta al deficit del cofattore, caratteattz da un rapido
abbassamento dei livelli plasmatici di Phe dopcsua somministrazione.
Oggi esso e diventato un valido strumento per ifleate i pazienti che
possono beneficiare della supplementazione cog. Bittualmente, piu di
500 mutazioni sono state identificate e raccoltanrdatabase internazionale
(http://Iwww.mcgill.ca/pahdb) che determinano unicefdella PAH. A tal
proposito, € stato creato un database internasorsllle mutazioni
identificate come potenzialmente responsive al tama¢nto con
tetraidrobiopterina (http://www.bh4.org/BH4DatabBe®ku.asp). Tuttavia,
il ruolo delle mutazioni nel gene della PAH comegpaetro predittivo per la

responsivita alla Bié ancora oggi, oggetto di dibattito. Infatti, alclavori
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mostrano dati contrastanti sulla correlazione ltigenotipo e la responsivita
alla BH; (Zurfluh MR et al., 2008). Come riportato in let#ura, in alcuni
trial clinici, pazienti portatori di mutazioni seeenel gene della PAH, sono
risultati responsivi alla Bi(Fiege B et al., 2007). La responsivita alla,BH
varia nei differenti pazienti, e I'associazione dlie mutazioni lievi non
sempre determina una risposta migliore alla, BHefz FK et al., 2009). In
particolare, Trefz F.K. e collaboratori, riportavache pazienti con PKU
portatori di mutazioni nel dominio regolatore mastno una risposta alla
BH, molto eterogenea. Circa 85% dei pazienti con PKidoscomposti
eterozigoti per due differenti mutazioni, contrinde in tal modo alla
eterogeneita clinica e biochimica della malattiant@ riportato da Lindner et
al., (2003), vi sono pazienti con genotipo idemiihhie mostrano una risposta
discordante al test da carico con Blduggerendo che in questi pazienti, la
variabilitd nella risposta al carico con Bhpotrebbe dipendere da fattori
esterni, quali I'assorbimento intestinale della;Bippure da altre componenti
genetiche (quali il polimorfismo intragenico, gemiodificatori). Pertanto,
I'analisi delle mutazioni puo essere importante igentificare i pazienti che
potenzialmente potrebbero essere responsivi alla B la responsivita alla
BH, puo essere valutata con certezza solo con ilergd con Bl Ulteriori
studi in vitro sono necessari per meglio definimecbrrelazione genotipo-
fenotipo in pazienti con HPA responsivi alla BHPrecedenti studi, hanno
dimostrato che la farmacocinetica della BHbresenta un’alta variabilita
intra-individuale ed inter-individuale (Fiege Bat, 2004; Zurflih MR et al
2005). Ad oggi, i meccanismi che sottendono I'ampiaiabilita nel
metabolismo della BiHnon sono completamente definiti.

Fino al 2007, la Bhlera disponibile solo per scopi di ricerca, limdane in
tal modo l'uso per il trattamento della PKU. Suikase delle diverse evidenze
scientifiche riportate in letteratura sulla efficace sulla sicurezza della
sapropterina dicloridrato (6R-B} a dicembre del 2007, la Food and Drug
Administration (FDA) ha autorizzato la commerciabzione della

sapropterina dicloridrato, una formulazione sictetttiva della Bie molto
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piu stabile a temperatura ambiente, nota con ilamdmMKUVAN (Kuvan®,
BioMarin Corporation, Tiburon, CA) per uso clinicA.dicembre del 2008,
anche in Europa il Kuvan ha ricevuto l'autorizzamoall'immissione in
commercio con indicazione al trattamento di pazieah HPA di eta&> 4
anni, che sono risultati responsivi a tale trattatmeDal 15 Settembre 2009,
il Kuvan e ufficialmente disponibile anche in I&alin Italia, Kuvan € I"unico
farmaco approvato per il trattamento dell’iperfatahinemia (HPA) dovuta a
fenilchetonuria (PKU). Sulla base di dati dispohildi trial di Fase 2 e di
Fase 3, la sapropterina dicloridrato appare esseuea e ben tollerata (Levy
HL et al., 2007; Burton BK et al., 2007; Hegge Kida¢, 2009; Trefz FK et
al., 2009; Somaraju UR, et al., 2010). Gli effetillaterali pit comunemente
riportati in letteratura sono: rinorrea (21 %), aled (21 %), tosse (15%),
dolore faringo-laringeo (12 %), diarrea (12 %), viam(12%) e dolore
addominale (Trefz FK et al, 2009). Dati limitatisigono sulla
somministrazione della sapropterina dicloridratom@onati e bambini di eta
< 8 anni, in gravidanza o in pazienti con alteragidella funzionalita epatica
o renale. In particolare, al momento non sono daigplb studi clinici sull’'uso
della sapropterina in gravidanza, ma in studi ctthda animali non e stato
osservato alcun effetto dannoso diretto o indirstitla madre o sul feto.
Pertanto la sapropterina potrebbe rappresentarevalido e promettente
opzione terapeutica per le donne in gravidanzgoskhggio iniziale indicato e
di 10 mg/Kg una volta al giorno. Se dopo un mesdratiamento nessun
miglioramento biochimico viene osservato, la dogé gssere aumentata fino
ad un massimo di 20 mg/Kg al giorno. Nei paziemasponsivi, la dose di
mantenimento puo variare tra 5-20 mg/Kg in un’urscenministrazione al
giorno. Se, durante il periodo di trattamento, nsin osserva alcun
miglioramento delle concentrazioni plasmatiche lkdePla sapropterina puo
essere sospesa. La sapropterina dicloridrato (Kualisponibile in forma di
compresse da 100 mg. Le compresse possono essengrssirate intere o
diluite in 120-240 ml di acqua o di succo di medapo che le compresse

sono state diluite, devono essere somministrateo eh® minuti. Le
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compresse contengono acido ascorbico al fine déepvare lo stato di
riduzione della sapropterina e di consentirne laseovazione a temperatura
ambiente.

Nel 2007, Levy et al., hanno proposto un raziordd@ritmo per valutare la
responsivita alla sapropterina (Levy H et al., 20@He cui raccomandazioni
si rimanda. La responsivita alla sapropterina éndaf arbitrariamente, come
una riduzione> 30% dei livelli ematici di fenilalanina entro |d 2re dopo la
somministrazione della BHMentre una riduzione del 10-29% € indicativa di
parziale responsivita alla BHTale algoritmo valuta sia la risposta a breve
termine in seguito alla somministrazione di Bél sia 'efficacia a lungo
termine del trattamento con sapropterina. In quesigoritmo, la
concentrazione plasmatica di fenilalanina vieneuteh prima della
somministrazione della sapropterina e dopo 1 gicgrsuccessivamente dopo
7, 14 e 28 giorni la somministrazione della sapopa al dosaggio di 20
mg/Kg. Nel corso dei 28 giorni di trattamento carshpropterina, se i livelli
di fenilalanina scendono al di sotto del range iterimento per eta, il
dosaggio della sapropterina pu0d essere ridotto reppe possibile
incrementare l'apporto di fenilalanina con la dieka stata osservata una
correlazione tra la dose utilizzata e il gradoisposta alla B infatti una
maggiore riduzione dei livelli ematici di fenilalaa e stata evidenziata nei
pazienti trattati con il dosaggio di 20 mg/kg/diauttavia il dosaggio della
sapropterina dicloridrato puo variare, tra 5 e 2@/Kg/die al fine di
raggiungere e conservare livelli ematici adeguatfedilalanina. Ad oggi,
solo un piccolo numero di pazienti e solo per bpmniodo sono stati trattati
con la sapropterina, pertanto ulteriori studi soecessari per stabilirne la
sicurezza e l'efficacia a lungo termine. Il prirgig problema del trattamento
con BH, e il suo alto costo. olti sono i punti ancora patwvari circa il
protocollo e I'interpretazione del test da carimltre sono necessari ancora
dei trials che provino la biodisponibilita e glifetti a lungo termine della

terapia con Bhinei pazienti con deficit della PAH.
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3.9 SCOPO DELLO STUDIO

Quello che noi ci proponiamo con questo studio é:

» Tipizzare, sotto il profilo genetico, i pazienti gesti presso il
Dipartimento di Pediatria dell’'Universita “Federidd’ di Napoli,
affetti da HPA.

= Sottoporre questi pazienti a carico orale con,Bidr testarne la
eventuale responsivita.

= Mettere in correlazione I'eventuale risposta alamaprale con Bhlal
pattern genotipico.

» Verificare la sicurezza a lungo termine del traigato con BH
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3.10 PAZIENTI E METODI

Un totale di 63 pazienti sono stati inclusi neliodso, di cui 26 femmine e 37
maschi, (con un range di eta compreso tra 4 e @i7feanna media di 17 anni)
seqguiti presso il Dipartimento di Pediatria dellidgrsita Federico Il di
Napoli, affetti da HPA. In tutti i pazienti era &igescluso un deficit di sintesi
o della rigenerazione della BH_e coppie di fratelli, presenti nella casistica,
sono in numero di 10. In questi casi il sospettgdostico posto dopo la
diagnosi di HPA del fratello minore é& stato confaten dall’analisi
molecolare del gene PAH.
Cinquantasette pazienti sono stati diagnosticaiamte il periodo neonatale
mediante lo screening e trattati precocementeadeguata terapia dietetica.
Nei pazienti risultati positivi al test di inibizie batterica di Guthrie, la
diagnosi definitiva, & stata ottenuta mediantedatazione quantitativa della
Phe plasmatica, utilizzando metodiche quali la @mgrafia liquida ad alta
precisione (HPLC) o la cromatografia su colonnai@sina a scambio ionico
(amino acid-analyser).
In sei pazienti la diagnosi é stata posta tardivaeepoiché essi sono nati
prima che lo screening neonatale divenisse obbligiasu tutto il territorio
italiano:
1. B.AN., che presenta una mild PKU, la diagnosi éasfaosta
all'eta di 8 anni (QI = 68);
2. G.N., con mild PKU, la diagnosi e stata posta tll@ 6 anni e 10
mesi (Ql = 110);
3. M.N., che presenta una PKU classica, € stata dstigata all'eta
di 10 anni (QI = 32);
4. P.A., che presenta una HPA tipo Ill, la diagnosstata posta
all'eta di 4 anni (QI = 100).
In questi quattro casi il sospetto diagnosticot@a®po la diagnosi di HPA

dei fratelli minori, &€ stato confermato dall’analisolecolare del gene PAH.
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5. In un solo paziente (P.R.) che presenta una PKUdsica la
diagnosi e stata posta alleta di 2 anni dopo les@ntazione
clinica di un grave ritardo mentale.

6. Nella paziente V.R., la diagnosi € stata posta&t@ldi 16 anni. La
paziente e stata classificata come una HPA tipopllk avendo
avuto una fenilalaninemia alla diagnosi di 25 mgidl quanto
presentava una buona tolleranza alla Phe, pari Ga r6g/die.
Attualmente la ragazza presenta lieve ritardo deNauppo

psicomotorio (QI=56) e disturbi del comportamento.

| pazienti fin dalla nascita sono stati seguitireagime di Day Hospital con
controlli inizialmente settimanali nel corso delimppo anno di Vvita,
successivamente semestrali, in aggiunta a contaotibulatoriali mensili
della fenilalaninemia. Ad ogni controllo sono statalutati gli indici
auxologici, i parametri ematochimici con particelar attenzione
all'aminoacidemia e la “compliance” al trattamerdi@tetico. Ogni valore
della Phe plasmatica veniva comunicato alla deette, in relazione alla
tolleranza individuale, modificava la dieta. La@leranzae stata espressa in
mg/die ed intesa come l'intake giornaliero di Phegrado di mantenere
valori di fenilalaninemia compresi tra 2 e 6 mgfdurante ogni consulenza
nutrizionale e stata praticata un’accurata anamdiegetica, sempre dallo
stesso operatore, volta ad individuare I'intak@ke, di calorie e di proteine.
La dieta a ridotto contenuto di Phe, ipoproteicmoemocalorica, € stata
costruita riducendo I'apporto di proteine naturaltegrando con opportune
miscele di aminoacidi prive di Phe e coprendo bfabgni di vitamine e sali
minerali.

Tutti i pazienti, o i genitori dei pazienti con dtderiore a 18 anni, hanno
firmato il consenso informato per la partecipazicak studio (sia per

I'analisi molecolare del gene PAH e sia per il gsstcarico con B).
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3.10.1 Analisi del fenotipo biochimico

| pazienti sono stati divisi in tre diverse clagsnotipiche sulla base del
valore di fenilalaninemia riscontrato alla diagnedilella tolleranza alla Phe.
La tolleranza é stata calcolata a partire dai 5 dineta; solo nel caso in cui il

bambino era piu piccolo di 5 anni é stata calcadgpartire dai 2 anni di eta.
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3.10.2 Analisi mutazionale del gene PAH e delle

frequenze genotipiche

In tutti i pazienti, I'estrazione del DNA genomida sangue intero e stato
ottenuto secondo la metodica del “salting out” désc da Miller e
collaboratori (1988) (Miller SA et al., 1988).

L'analisi molecolare del gene PAH, praticata preds@entro di Ricerca
CEINGE dell’'Universita Federico Il di Napoli, € staeffettuata mediante

sequenziamento diretto.
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3.10.3 Valutazione della BlHresponsivita

Per selezionare i pazienti che avrebbero potutoefimare della
supplementazione con BH stato effettuato un test da carico con, BHe
valuta la sensibilita al cofattore esogeno sullasebadella riduzione

percentuale della fenilalaninemia.

Criteri di inclusione: | pazienti candidati al test sono stati seleziosalia

base del genotipo, del fenotipo (dando la preferenguelli piu lievi), della
compliance dietetica (scegliendo pazienti con scaomntrollo metabolico) e
dell'eta (preferendo il periodo adolescenziale).

Inizialmente sono stati arruolati per il test daia@a con BH, tutti quei
pazienti in eta adolescenziale con scarsa comgia@gccon una Phe

plasmatica compresa tra 8 e 20 mg/dl.

Criteri di esclusione sono stati: la gravidanza o I'allattamento peddane,

malattie neuropsichiatriche e malattie croniche éedessie, etc).

Per effettuare il test da carico nei pazienti Selei, &€ stato formulato, con
lo scopo di standardizzare la procedura, un prdtmdtustrato dal medico

attraverso un colloquio informativo al pazientalla sua famiglia. | pazienti

hanno seguito una dieta con una quantita di Phehkdiga uniformemente

nei tre pasti principali (colazione, pranzo, censreventuale merenda
comprendeva alimenti senza Phe); tale dieta e giascritta per le due
settimane antecedenti il test da carico e per fattdurata del test stesso.
Durante la settimana antecedente il test sonopstaticati due prelievi venosi
(a distanza di almeno due giorni) per il dosaggtiadPhe plasmatica allo
scopo di verificare 'omogeneita dei valori e lamggiance allo schema
dietetico. La massima variabilita tollerata trauedvalori di fenilalaninemia é
stata del 15%. Il test é stato praticato in regiheicovero mediante la

somministrazione di compresse di BHSchircks Laboratories, Zurigo-

Svizzera) al dosaggio di 20 mg/Kg in due sommiagbni (To e T,,) dopo
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digiuno notturno. Il farmaco e stato assunto, canmdicato nella scheda

tecnica del farmaco, in un tempo massimo di 30 minprelievi venosi, per

il dosaggio plasmatico della Phe e della tirosioiaosstati effettuati ai tempi:

0; 4, 8; 12; 24; 32; 48 ore.

| risultati del test da carico sono stati interptesecondo le indicazioni di

Fiege e collaboratori (Fiege B et al., 2005) netlmeeguente:

- Rapid responder. riduzione della Phe plasmatieeB0% al ; > 50% a b4
e/o Tyug;

- Moderate responder riduzione della Phe plasmaties20% al &; > 30% a
T24;>50% a Tig;

- Slow responder riduzione della Phe plasmatica <20%g@320% a by, >
30% a Ts.
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3.10.4 Terapia a lungo termine con BH4

Tutti i pazienti risultati responsivi al test darica con BH4, hanno iniziato il
trattamento a lungo termine con BB dosaggio di 10 mg/Kg/die, suddiviso
in 3 somministrazioni.

Ogni settimana, € stato effettuato il dosaggioad€he plasmatica, e se il
valore ottenuto era nei limiti, veniva effettuato incremento dell'intake di
Phe pari a 200 mg di Phe/die
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3.11 RISULTATI

3.11.1 Fenotipo biochimico

Dei sessantatre pazienti con HPA inclusi nello istu@8 presentano una
PKU classica, 20 una mild PKU e 15 una MHRMKella 1). Per sette pazienti
(pazienti AD, AG, BA, DV, ES, MG e VC), nei qualilivello di Phe alla

diagnosi é risultata in disaccordo con il valoretalieranza alla Phe, la
classificazione fenotipica € stata stabilita sublase della tblleranza

dieteticd poiché i livelli di Phe alla diagnosi potrebbemssere stati
influenzati da alcuni eventi perinatali, quali Bizatabolismo (per es. per

cause infettive).
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Tabella 1 - Genotipo e fenotipo biochimico dei panti arruolati nello studio (I parte)

Paziente atltzljgle I_:enqtipo PHE alla dx ToIIera_nza Genotipo
. biochimico (mg/dl) (mg/die)
(anni)

Allele 1 Allele 2
1 A. S. 25 cPKU 64 360 R261Q* Non nota
2 C. B. 17 cPKU 22 300 R261Q* L48S*
3 C.E. 10 cPKU 20 280 R252W R252W
4 C. N. 19 cPKU 38.6 Non valutavile IVS10nt11G>A IVS10nt11G>A
5 C.M.P 8 cPKU 25.5 150 IVS10nt11G>A IVS10nt11G>A
6 C.P. 18 cPKU 36 320 R261X IVS10nt11G>A
7 D.C.A 18 cPKU 47.5 300 R176X R158Q*
8 D.L.P 11 cPKU 22 420 L48S* R158Q*
9 D.R.R 15 cPKU Non noto 280 R252W R408W
10 D. L.V. 22 cPKU 30 Non valutavile | L48S* R158Q*
11 E. G. 19 cPKU 27.7 350 R261Q* IVS10nt-11G>A
12 F.G. 12 cPKU 31 325 R261Q* P281L
13 F. V. 16 cPKU 21 280 R261Q* P281L
14 G.F. 19 cPKU 67.6 300 1055delG 1055delG
15 l. A. 16 cPKU 41,8 275 R243X IVS10nt-11G>A
16 l. R. 21 cPKU 35.5 350 R261Q* IVSO7nt3G>C
17 M. C. 15 cPKU 28 340 R261Q* IVS10nt-11G>A
18 M. M. 17 cPKU 29.1 270 _ R261Q* R261Q*
19 M. N. 25 cPKU 24 Non valutavile R261Q* IVS10nt-11G>A
20 M. F. 16 cPKU 30 400 P281L Non nota
21 M. R. 22 cPKU 30 265 R261Q* IVS10nt-11G>A
22 N. A. 27 cPKU 32 310 IVS10nt-11G>A E280K
23 P. A 21 cPKU 80 340 c.592 613del22 c.592 613del22
24 P.M.C. | 21 cPKU 32 330 _ L213P IVS10nt-11G>A
25 P.R. 25 cPKU 34 Non valutavile L213P IVS10nt-11G>A
26 R. R. 21 cPKU 46.8 350 R261X IVS10nt11G>A
27 S.A. 19 cPKU 25 200 1055delG 1055delG

* Mutazione BH4-responsive; DL = dieta libera



Tabella 1 - Genotipo e fenotipo biochimico dei paenti arruolati nello studio (Il parte)

Eta

attuale I_:enqtipo PHE alla dx ToIIera_nza Genotipo
(anni) biochimico (mg/dl) (mg/die)
Allele 1 _ Allele 2
28 S. I 15 cPKU 51 230 IVS10nt-11G>A IVS10nt-11G>A
29 A.D. 25 mPKU >20 550 R261Q* 1055delG
30 A. G. 25 mPKU >20 550 R261Q* 1055delG
31 B. A. 22 mPKU 31 440 R261Q* IVS10nt-11G>A
32 B.AN. 27 mPKU 20 395 R261Q* P281L
33 B. C. 20 mPKU 19.6 400 R261Q* R158Q*
34 B. P. 19 mPKU 20 480 R261Q* P281L
35 D.D.F 6 mPKU 18 330 S67P 1056del.G
36 D. M. 17 mPKU 18 395 R261Q* P281L
37 D. N. 17 mPKU 6 505 L48S* R158Q*
38 E.S. 20 mPKU 30 505 W187X P281L
39 G. L. 21 mPKU 11.6 500 165delT P366H
40 M. G. 9 mPKU 35 385 L48S* Q301P
41 M. GE. 5 mPKU 9 200 R261Q* L48S*
42 P. A 14 mPKU 19.3 410 R261Q* | R261Q*
43 R. A. 9 mPKU 20 230 IVS10nt-11G>A P281L
44 R. M. 16 mPKU 18 400 IVS10nt-11G>A | Y414C*
45 P.F. 14 mPKU 20 390 IVS10nt-11G>A 116-118delTCT
46 V. E. 15 mPKU 4 450 L48S* | D222G*
47 V.F.B 24 mPKU 16.3 500 284-286delTCA 165delT
48 V.G.V 13 mPKU 20 400 IVS10nt-11G>A | R158Q*
49 A A. 4 MHP 6 650 E390G Non nota
50 C. F. 7 MHP 4.2 DL A403V* R241C*

* Mutazione BH4-responsive; DL = dieta libera




Tabella 1 - Genotipo e fenotipo biochimico dei paenti arruolati nello studio (Il Iparte)

paziente Et& @ttuale  Fenotipo PHE alla dx Tolleranza Genotipo
(anni) biochimico (mg/dl) (mg/die)

Allele 1 Allele 2
51 D.P.C 20 MHP 4 DL L48S* A403V*
52 D. V. 22 MHP 36.8 650 L48S* R158Q*
53 F.P. 9 MHP 55 600 194S 194S
54 G.C. 10 MHP >6 DL 165delT N223Y
55 G.D. 14 MHP 7 DL 1306V Non nota
56 G. N. 25 MHP 20 1920 165delT P366H
57 M. T. 19 MHP 8.2 DL W187X T418I
58 P. A 17 MHP 11.8 1500 R158Q* D338Y*
59 P. L. 13 MHP 6 500 R158Q* D338Y*
60 R. A. 19 MHP 10 DL R261Q* R408Q*
61 V. C. 21 MHP 15 1100 R261Q* L48S*
62 V. G. 9 MHP 54 DL N223Y Non nota
63 V. R. 27 MHP 25 630 IVS06nt-2delA P281L

* Mutazione BH4-responsive;

DL = dieta libera
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3.11.2 Genotipo

L’'analisi molecolare per la ricerca di mutazionl gene PAH é stata effettuata in tutti i 63
pazienti arruolati nello studio. In 5 pazienti atetriconosciuto un solo allele mutato. Dei 58
genotipi disponibili, 49 pazienti erano eterozigobmposti e 9 pazienti sono risultati
omozigoti Tabella 1). Un totale di 36 mutazioni differenti sono statentificate, distribuite
lungo tutta la sequenza del gene PAldlella 1). Di queste 36 distinte mutazioni, 23 erano
mutazioni missense (64%), sette erano deleziond¢ay quattro erano mutazioni non-sense
(11%) e due erano localizzate nei siti di splic(Bdgp%). Le mutazioni piu frequentemente
ritrovate sono la R261Q (la cui frequenza e risaltgri al 36%) e la IVS10nt11G>A (la cui
frequenza era pari al 29%). La maggior parte deligazioni riscontraten(= 28) erano
localizzate all'interno del dominio catalitico (73%mentre 6 mutazioni erano distribuite
lungo il dominio regolatorio (17%) e solo due midaz (5.5%) appartenevano al dominio
coinvolto nel processo di tetramerizzazione. Neibgto delle tre classi fenotipiche, la
mutazione ¢.1066-11G>A (IVS10nt-11G>A) € risultdapiu frequente nel gruppo dei
pazienti con classica PKU (33%), la p.R261Q ¢ tasalessere prevalente sia nel gruppo
con classica PKU (28%) e sia nel gruppo delle Rikdd (25%).

Dei nove pazienti che presentavano un genotipo @ute, sette pazienti erano portatori
delle mutazioni p.R252W, c.1055delG, ¢.1066-11G>Al &.592-613del22 (pazienti CE,
CN, CMP, GF, PA, SA, SIl) e presentavano un fenotilassico di PKU, in accordo con
I'assente 0 molto bassa attivita enzimatica resmhisociata con queste mutazioni (Zurflih
MR et al., 2008). Mentre due pazienti omozigoti [®R261Q (pazienti MM e PA), sono
stati associati a differenti classi fenotipicli@lpella 1). Come suggerito da Guldbeeg al,

in pazienti eterozigoti, le mutazioni piu lievi elPAH potrebbero esercitare un ruolo
dominante sull’outcome fenotipico; tuttavia, inwalc casi la correlazione tra il genotipo e il
fenotipo presenta alcune discordanze, in quantenibtipo metabolico non correla con gli
effetti previsti sulla base del genotipo (Guldbé&rgt al., 1998). Per esempio, nella nostra
casistica, la mutazione “mild” p.R261Q, in combilmae con mutazioni con effetto nullo,
guali la p.P281L, la ¢c.1066-11G>A e la c.842+3G>0Dcs associati a un fenotipo severo
(pazienti EG, FG, FV, IR, MN e MR). Inoltre, la naztone p.R158Q), alla quale corrisponde
in vitro un’attivita enzimatica residua del 10%, nel pat@eDCA, in cui € associata alla

mutazione honsense’p.R176X, & associata a un fenotipo classico. Infitespettatamente,
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nel paziente CB, portatore del genotipo p.[L48FR261Q)], in cui entrambe le mutazioni
sono associate ad un’attivita enzimatica resid@2&%, e stato osservato un fenotipo severo.
Dai risultati dell'analisi molecolare del gene PAHi evince che 34 pazienti (54%)
presentavano almeno una mutazione potenzialmespemsiva alla Bl in particolare, un
allele potenzialmente responsivo alla BHra presente in 13 pazienti affetti da PKU
classica, in 13 pazienti con mild-PKU e in 7 pa#ieon lieve HPA. Non erano presenti
invece mutazioni associate alla responsivita alld, BFigura 6). Tra le mutazioni
identificate nella nostra popolazione di pazienti con iperfdaimemia, 3 mutazioni
(ovvero la Q301P, la IVS06nt-2delA e la T418l) eraruove mutazioni (Daniele A et al.,
2009). La mutazione Q301P €& stata localizzata rwhinio catalitico (Figura 7).
L’'espressionein vitro dell’enzima mutato e risultata ridotta. La Q30k&termina la
sostituzione di un residuo di glutammina (GIn) aora prolina all'interno dell’elica 8.
L'elica Ca8, contribuisce alla stabilizzazione della strugtterziaria del monomero della
PAH. La sostituzione di un residuo idrofilico, geia@ la GIn, con la prolina, che € molto piu
rigida, al centro dell'elica @8, potrebbe alterare significativamente la strattdell’elica
stessa e quindi compromettere la sua funzioneablilgizazione. Un’altra nuova mutazione
riscontrata nella nostra casistica € la IVS06nek&dc707-2delA), che € una mutazione di
splicing. E molto interessante notare che questayaunmutazione nel nostro paziente era
associata ad una mutazione severa (p.P281L), imttavpaziente presentava un fenotipo
molto lieve (paziente VR), indicando in tal modoeda mutazione c707-2delA potrebbe
produrre un’attivita enzimatica residua, sebbene sia da escludere la possibilita di un
meccanismo di complementarieta inter-allelica. [@a la mutazione c707-2delA che per
I'altra neo-mutazione descritta nella nostra casistovvero la T418I, non sono stati

effettuati studi funzionali delle varianti prote&h
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Figura 6

Mappe delle mutazioni della PAH.
Mutazioni riscontrate in pazienti con HPA risultati responsivi alla BH, .

Nota: le frecce indicano le mutazioni potenzialmente responsive alla BH4 presenti nella nostra casistica.

Source: BIOPKU database (www.bh4.org).
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Figura 7

Schematica rappresentazione del monomero di PAH.

Il dominio catalitico, il dominio regolatorio e il dominio di tetramerizzazione sono
rappresentati rispettivamente in azzurro, in blu e in verde. L'elica Ca8 € mostrata in
giallo. La localizzazione della mutazione Q301P é rappresentata da una sfera color
magenta. Il cofattore BH4, e evidenziato in grigio e lo ione Fe come una sfera di colore
arancio.
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3.11.3 Risultati dei test da carico con BH4 pendalutazione della BH4-responsivita

Dei 63 pazienti arruolati, solo 28 sono stati qoikdi al test carico con BH

Dei 28 pazienti sottoposti finora al test da carisolo 14 pazienti (3 cPKU, 8 mPKU, 3
MHP) sono risultati sensibili alla Bfi hanno cioé presentato una riduzione della
fenilalanina plasmatica almeno del 30% rispettboalurante le 48 ore del test da carico con
BH, (Figura 8).

Le principali caratteristiche cliniche dei pazienthe sono risultati sensibili alla
somministrazione esogena della Biturante il test da carico con BHsono riassunte nella
tabella 2. Dei 14 pazienti risultati responsivi alla BH2 pazienti (86%grano eterozigoti
composti per mutazioni note con almeno un alleleeqmoalmente responsivo (R261Q,
L48S, R158Q, D338Y e la D222G). Dei pazienti rigtilresponsivi al test da carico con
BH,, otto pazienti (57%) presentavano valori plasmaii®he a F < 600pumol/L, mentre 6
pazienti avevano una concentrazione plasmaticaldbasaPhe compresa tra 600 e 1200
pumol/L. Nessun paziente risultatesponderpresentava valori plasmatici di Phe @200
(Tabella 3). Dei quattordici pazienti risultati responsiviealBH,, due pazienti (14%) sono
risultati “rapid responders; tre pazienti (21%) sono risultatmbderate respondersé 6
pazienti (43%) sono stati considerasidw responders”In 3 pazienti la risposta alla BH
non e risultata compatibile con nessuna delle ictiesscritte da Fiege et al. (2005)apella

4). Dei 14 pazienti risultatirespondersal test da carico con Bfitre pazienti con fenotipo
classico e tre pazienti con HPA di tipo 1l (BA, DMIG) sono risultati Slow responders”.
Nessuno dei pazienti con HPA lll, ha presentato sloav responsdnoltre dei tre pazienti
con fenotipo lieve, risultatiresponders al test da carico con BH4, 1 paziente e risultato
rapid respondefPA), 1 paziente (GN) e risultaimoderate responder 1 paziente (DV) ha
presentato una risposta che non era inquadrabilesauna delle classi descritteFlage et
al.( 2005)(Tabella 4).

La paziente B.C., risultata sensibile al test d&coacon BH, presentava un fenotipo lieve e
nel genotipo due mutazioni non severe (R158Q ctivitatenzimatica residua stimata del
10%; R261Q con attivita enzimatica residua stintlela?7% ). Ha seguito per due settimane
e durante il ricovero una dieta con 1180 mg di &#kekquamente divisi ai tre pasti

principali nell'arco della giornata. Come e podsiliiotare nelldabella 5 e nella figura 9,
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la paziente pur non rientrando pienamente neircrde Fiege e collaboratori, € stata
considerata Blresponsivaglow-respondér

La paziente F.V., presentava un fenotipo classicawn@ mutazione potenzialmente
responsiva (R261Q); la paziente presentava acdappléa R261Q la mutazione P281L
localizzata nella regione di legame al cofattor8R2) mai descritta come responsiva alla
BH,.

Ha assunto per due settimane 801 mg di Phe al @iaivisi equamente nei tre pasti
principali, mantenendo livelli piuttosto stabili tBnilalaninemia (nei due prelievi praticati
durante la settimana antecedente il test i liy@dsmatici di Phe sono stati pari a 17,7 mg/dl
e 16,6 mg/dl). Durante il carico con BBl € verificata una riduzione della fenilalaninemia
inferiore al 20% (rispetto al valore basale) gl Superiore al 20% al,J e superiore al 30%
al T4s. Secondo la classificazione di Fiege, F.V. e statasiderata slow-responder |
risultati del test da carico con BH4 sono mosmatiatabella 6 e nellafigura 10.

La paziente C.B., pur avendo due mutazioni potémeiate responsive (R261Q con attivita
enzimatica residua stimata del 27% e L48S coni@itenzimatica residua stimata del 39%)
presentava un fenotipo classico. Durante il cacmo BH, la fenilalaninemia si e ridotta del
66,6% rispetto al valore base, pertanto € risultesponsiva alla BH(slow-responder |
risultati del test da carico con BH4 sono mosmatiatabella 7 e nellafigura 11.

Il paziente D.V., pur avendo un genotipo lieve (B48R158Q), con due mutazioni
potenzialmente responsive, presentava una feniaama >20 mg/dl alla nascita per motivi
non chiari. Ha seguito per due settimane una dieta intake controllato di Phe (1954
mg/die) mantenendo livelli plasmatici di Phe costamome mostrato dai due prelievi
praticati durante la settimana antecedente il test.percentuale di riduzione massima
durante il test da carico con Bl stata del 46%. Il paziente e risultato pertabBitt;-
responsivo, pur non rientrando in nessuna delescladividuate da Fiege. | risultati del test
da carico con Bisono mostrati nelleabella 8 e nella figura 12 .

Il paziente D.N., fratello minore di D.V., e puremdo lo stesso genotipo [L48S + R158Q], a
differenza del fratello, & stato classificato cooma mild PKU, con una tolleranza pari a
380-690 mg di Phe/die. Ha seguito per due settimaaedieta con intake controllato di Phe
(1954 mg/die) mantenendo livelli plasmatici di Rtwstanti. Il pattern di riduzione della
fenilalaninemia durante il test da carico e ridoltanolto simile a quello del fratello

raggiungendo una riduzione percentuale dei liy@dismatici di Phe del 48%. Analogamente
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al fratello, D.V e risultato sensibile alla BHpur non rientrando in nessuna delle classi
individuate da Fiege. | risultati del test da caremn BH, sono mostrattabella 9 e nella
figura 13.

Il paziente MG, portatore della nuova mutazioneq@),ha seguito per due settimane una
dieta con intake controllato di Phe (711 mg/die)nteaendo livelli plasmatici di Phe
costanti come mostrato dai due prelievi praticatiadte la settimana antecedente il test.
Inaspettatamente, in questo paziente abbiamo @eemna percentuale di riduzione
massima durante il test da carico con,Bldl 77%, che e la percentuale di riduzione pia alt
tra tutti i nostri pazienti sottoposti al test daico con BH. Il paziente e risultato pertanto
BH,-responsivo glow-respondeér | risultati del test da carico con Bldono mostrati nella
tabella 10 e nella figura 14.

Nella tabella 11 sono riportate le caratteristiche dei pazientiltai “non responsivialla
BH,.

Tra i pazienti risultati “non responsivi’ vi e ilagiente V.C., affetto da MHP, con una
tolleranza di 1100 mg di Phe/die. In questo paeiefanalisi molecolare del gene PAH ha
evidenziato due mutazioni potenzialmente respon$i¥8S; R261Q). Il ragazzo ha seguito
una dieta contenente 2094 mg di Phe divisa equammittre pasti per due settimane,
mantenendo una concentrazione plasmatica di Phastiza costante (i due prelievi
praticati nella settimana antecedente il test mwatio una fenilalaninemia di 7,3 mg/dl e
6,8 mg/dl rispettivamente). Durante il test da@acon BH abbiamo osservato un’iniziale
riduzione della Phe plasmatica seguita pero dauenasimento repentino relativo molto
probabilmente al rialzo della temperatura corpergeontrata nel ragazzo per un’infezione
intercorrente.

| risultati del test da carico con BHsono mostrati nelldabella 12 e nellafigura 15.
Pertanto, nonostante il paziente sia risultaton respondér alla BH,, dato I'episodio
infettivo intercorrente, per verificare la realensiilita di questo paziente alla BH
potrebbe, ripetere il test da carico con lasBper escludere un falso-negativo, data la
probabile interferenza dell’'iperpiressia, che eonptovocare un aumento del catabolismo
proteico.

Infine, tra i pazienti hon-responders abbiamo la paziente VR, portatrice del genotipo
[P281L] + [c.707-2delA], di cui la c.707-2delA e $&conda nuova mutazione descritta in
guesto lavoro.

156



La paziente ha seguito una dieta contenente 124dimpe divisa equamente nei tre pasti
per due settimane, mantenendo una concentraziasengtica di Phe abbastanza costante.
Durante il test da carico con BHabbiamo osservato un’iniziale riduzione della Phe
plasmatica seguita pero da un suo aumento repem@Emanto la paziente e risultataoh-
respondet. | risultati del test da carico con BHsono mostrati nelléabella 13 e nella

figura 16.
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Figura 8

Profilo della concentrazione plasmatica della fenil alanina dopo la
somministrazione orale a T o e a T, di BH, al dosaggio di 20 mg/Kg in 14
pazienti con HPA risultati “ responder” al test da carico con BH 4
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Tabella 2 - Caratteristiche dei pazienti risultagisponsivi’ al test da carico con BH

E . Tolleranza Dieta pre-test % riduzione

Paziente Genotipo bic?cnh?z]pi)c(;)o Storica mg/die f;r-:-ce OS tcgﬁ
| (mg/die Phe)_ (Phe corrispondente mg/dl) BH.

C.B RL24?31SQ** cPKU 300 (7_%35’3/(1') 66.6 (T24)
F. G. vy cPKU 325 (11.2#39 " 43 (Ts)
F.V. foveny cPKU 280 (178% - 40 (Tx))
A RO ek s PR 4 (1)
B.C. Sigégi mPKU 400 ( iso! rlr@gl) 33.3 (Tzy)
D. M. RP22681]?_* mPKU 395 (S.ézrrzlg/dl) 36.8 (Tz2)
DN M e s 1321 1954 48 (T
G.L 15;3;? mPKU 500 (103#%7/ ) 67 (To)
M. G gg%?; mPKU 385 (8,27r1n:t;/dl) 77.1 (Tzo)
P. A. Sggig: mPKU 400 (%’157 rﬁgzlzr) 44 (Tyo)
ve | Mo aso 1120 /1955 58 (T:)
D. V. RLl“%S(;* MHP 650 (%‘)‘52 rﬁ;ﬁj‘) 45 (T1o)
G.N 15;3;? MHP 1920 (10%1212 /i 59 (T1o)
P. A. A MHP 1500 (Snggfdl) 54.6 (Ta)

* Mutazione BH4-responsive
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Tabella 3- Responsivita alla BF4 e valori basali di fenilalanine

Phe plasmaticaa T g

n < 600 600-1200 >1200

pumol/L umol/L Kumol/L
Responsivi (totale) 14 8 6 0
Rapid Reponder 2 1 1 0
Moderate Reponder 3 2 1 0
Slow Reponder 6 3 3 0
Non definiti 3 2 1 0
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Tabella 4— Tipo di risposta al test da caricc conBH,4

n cPKU mPKU MHP
Responsivi (totale) 14 3 8 3
Rapid Responder 2 0 1 1
Moderate Responder | 3 0 2 1
Slow Responder 6 3 3 0
Non definiti 3 0 2 1
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Risultati del test da carico con BH di B.C.

Genotipo: R158Q; R261Q

Fenotipo: mild PKU

To
Ta
Ts
T12
T24

Ta2
Tag

Phe mg/dl Tyr pmol/l % Riduzione

12 54

11,8 107 1,6
10,3 104 14,1
10,3 59 14,1
10,2 54 15

8,1 121 325

8 56 33.3

Tabella 5 - Risultati del test da carico con BH, nella paziente BC

Pheplasmatica (mg/dl)

BH4 loading test

7 I I I I I I
To T4 18 T12 T24 T32 T48

Tempi dei prelievi

Figura 9 — Risultati del test da carico con BH, nella paziente BC
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Risultati del test da carico con BH di F.V.
Genotipo: R261Q; P281L

Fenotipo: classic PKU

Phe mg/dl Tyr pmol/l % Riduzione

To 17,4 16

Ty 16,9 55 2,8

Tg 15,1 54 13

T12 13,9 56 20

T2 13 54 25

Ta2 10,9 58 37

Tae 10,4 47 40

Tabella 6 - Risultati del test da carico con BH, nella paziente FV

BH4 loading test

18
17
16 A
15 A
14
1=
12
11 A
10 T T T T . T

To T4 T8 T12 T24 T32 T48

Pheplasmatica (mg/dl)

Tempi dei prelievi

Figura 10 — Risultati del test da carico con BH, nella paziente FV 163



Genotipo: R261Q; L48S

Risultati del test da carico con BH di C.B.

Fenotipo: classic PKU

To
Ta
Ts
T12
T24

Ta2
Tag

Phe mg/dl Tyr pmol/l % Riduzione

7,2 44

6,9 54 4

6,2 65 13,8
53 58 26,3
3,4 55 52,7
31 63 56,9
2,4 42 66.6

Tabella 7 - Risultati del test da carico con BH, nella paziente CB

Pheplasmatica (mg/dl)

BH4 loading test

To T4 T8 T12 T24 7132 T48

Tempi dei prelievi

Figura 11 — Risultati del test da carico con BH, nella paziente CB
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Genotipo: L48S; R158Q

Fenotipo: MHP

Risultati del test da carico con BH di D.V.

Phe mg/dl Tyr pmol/l % Riduzione

To 8,6 54

T4 7,9 88 8
Ts 6,5 63 24
Ti2 5,9 58 31
Toa 59 51 31
T3z 4,6 54 46
Tas 4,7 52 45

Tabella 8 - Risultati del test da carico con BH, nella paziente DV

Pheplasmatica (mg/dl)

BH4 loading test

To

T4 T8 T12 T24 T32 T48

Tempi dei prelievi

Figura 12 — Risultati del test da carico con BH, nella paziente DV
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Genotipo: L48S; R158Q

Risultati del test da carico con BH di D.N.

Fenotipo: mild PKU

Phe mg/dl Tyr pmol/l % Riduzione
To 8,9 59
Ts 8,3 78 6
Tsg 6,9 55 22
T 6,5 50 26
Toa 6,3 56 29
T3 4,8 67 46
Tas 4,6 56 48
Tabella 9 - Risultati del test da carico con BH, nella paziente DN
BH4 loading test
10
9 -

ER

T

O

: 64

@

= 59

2

o 4 -

3 I I I I

To

T4 T8 T12 T24 T32 T48

Tempi dei prelievi

Figura 13 — Risultati del test da carico con BH,4 nella paziente DN
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Risultati del test da carico con BH di M.G.

Genotipo : L48S; Q301P*

Fenotipo : mild PKU

* nuova mutazione

Phe mg/dl Tyr pmol/l % Riduzione
To 9,2 44
T4 9,0 69 2,1
Tsg 8,2 41 10,8
Ti2 8,1 43 11,9
Ty 6,6 42 28,2
Ta2 4,6 136 50

Tabella 10 - Risultati del test da carico con BH, nella paziente MG

- MG
12
10 A
S | g-
(@)
5 61
<
o 4 -
2 _
0 I I I I I I
T0 T4 T8 T12 T24 T32 T48

Figura 14 — Risultati del test da carico con BH, nella paziente MG
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Tabella 11- Caratteristiche dei pazienti risultatbn responsivi’ al test da carico con BH

Fenotipo | Tolleranza Storica

Dieta pre-test

Paziente Genotipo biochimico  (mg/die Phe) o, corrrigggdriugente mg/¢l
CP | usiomiioea | PRV 320 (105 myd)

D.R.R 2335% cPKU 280 (12.22n41fg/dl)
E.G. |v51R02nEi-11Ql*G>A cPKU 350 (2?67/%321?)
| R. |vsF<2)27?1%:%>c cPKU 350 (128r$13/d|)
M. C |v51R02nEi-11Ql*G>A cPKU 340 (Zgof:‘?;g')
M. F NI(D)ﬁSnloLta chKU 350 (101 %n6;/dl)
M.R |v51R02nEi-11Ql*G>A cPKU 265 (10.16n41fg/dl)

P.M.C IVSll(_)fltl-?LEl)G>A cPKU 330 (127n113/d|)
RR . vsionaisa | CPKU 350 (17 mod)
=
E.S. VF\,’;SIE mPKU 505 (161%397,&)
p.F. ISR mPkU 390 (12 mg/d)
V.C. s MHP 1100 (7.32,?;)3/(10
V.R. | IVSO6nt-2delA P281L  MHP 630 1 h f@do

* Mutazione BH4-responsive
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Risultati del test da carico con BH di V.C.

Genotipo: L48S; R261Q

Fenotipo: MHP

To
Ta
Ts
T12
T24

Ta2
Tag

Phe mg/dl Tyr pmol/l % Riduzione

6,9 48

6,3 65 8,6
6,1 63 11,5
5,7 55 17,3
5,6 41 18,8
6,2 40 10

8,4 39 +21,7

Tabella 12 - Risultati del test da carico con BH, nella paziente VC

(jp/Bw) eonewse|d ayd

BH4 loading test

Picco febbrile

To T4 8 T2 T24 T32 T48

Tempi dei prelievi

Figura 15 — Risultati del test da carico con BH, nella paziente VC
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Risultati del test da carico con BH4 di V.R.

Genotipo : P281L,; IVS06nt-2delA*

Fenotipo : MHP

Phemg/dl

* nuova mutazione

Phe mg/dl Tyr pmol/l
To 16.3 51
T, 16.4 98
Tsg 16.1 142
Ti2 16.3 64
Toa 16.6 45
T3z 17.2 164
Tys 17.6 38

Tabella 13 - Risultati del test da carico con BH, nella paziente VR

18 A
16 A
14 -
12 A
10 A

Ef‘——‘——“/*/‘

T0 T4 T8 T12 T24 T32 T48

Figura 16 — Risultati del test da carico con BH, nella paziente VR
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3.11.4 Risultati della terapia a lungo termine c@H4

Dei 14 pazienti risultati responsivi al test dai@arcon BH, solo 12 pazienti (2 cPKU, 7
mPKU e 3 MHP) hanno iniziato il trattamento a lurtgamine con Bl al dosaggio di 10
mg/Kg/die, suddiviso in 3 somministrazioni. In do@zienti (DV e BC), il dosaggio e stato
aumentato a 15 mg/Kg/d{&abella 14).

Ogni settimana, e stato effettuato il dosaggioadete plasmatica, e se il valore ottenuto era
nei limiti, veniva effettuato un incremento deltake di Phe pari a 200 mg di Phe/die.

La durata media del follow-up € stata di 14 nm{esnge: 2-22 mesi)in cinque pazienti si &
ottenuta una liberalizzazione del regime dietefc@PKU, 2 mPKU e 2 MHP). Negli altri
sette pazienti, si € osservato un progressivo atmnuila tolleranza alla Phe, variabile da 2
a 7 volte rispetto alla loro tolleranza storidalfella 14).Durante il periodo di trattamento a
lungo termine con Bl 2 pazienti hanno presentato epigastralgia. Urepse ha presentato

inizialmente dolore addominale acuto e successinéartea sviluppato un’appendicite.
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Tabella 14 — Risultati della terapia a lungo termie con BH,in 12 pazienti con HPA

: Tolleranza Intake di P.he Phe
Paziente bli:oecnhci):rlﬁ((:)o Sto'rica (mg/dclgzlrgglj_alunto corrispondente Fo(lrlrc]);vs-il;p
(mg/die Phe) (mg/dl)

C.B. cPKU 300 Dieta Libera 3-4 19
F. V. cPKU 280 1180 8.8-10.2 18
B. A. mPKU 440 1188 9.5-10.5 2
B. C. mPKU 400 1910 9-10 22
D. M. mPKU 395 3673 9-10 17
D. N. mPKU 505 3600 9.5-11 19
G. L. mPKU 500 Dieta Libera 7-10 21
M. G. mPKU 385 1611 4.9-6.1 5
V. E. mPKU 450 Dieta Libera 2.9-3.5 14
D. V. MHP 650 3871 9.2-10.7 19
G. N. MHP 1920 Dieta Libera 9.5-10.5 22
P. A MHP 1500 Dieta Libera 4.8-7.4 12
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3.12 DISCUSSIONE

La dieta a ridotto contenuto di fenilalanina petaua vita rappresenta ancora oggi la pietra
miliare per il trattamento delle HPA, tuttavia “@&dfor life” non e facile da seguire, in
particolar modo per gli adolescenti e gli adulebbene gia in passato era stato suggerito
da Niederwieser e Curtis (Neiderwieser A and CartHC, 1985) e successivamente da
Ponzone e collaboratori (Ponzonesfal, 1991) che alcuni pazienti con deficit della PAH
potevano presentare una riduzione dei livelli plasen di fenilalanina durante il test da
carico con la Bh soltanto nel 1999 dopo il primo studio di Kureu(k et al., 1999), la
somministrazione esogena di Blé stata presa in considerazione come una possibile
alternativa terapeutica alla dieta a ristretto ennto di Phe. Successivamente, molti studi
hanno provato l'efficacia della BHe molte mutazioni del gene della PAH sono state
riconosciute responsive al cofattore esogéiguia 6).

La base della responsivita alla Bhbotrebbe essere multifattoriale. Numerosi sono |
meccanismi d’azione della BHpotizzati sulla base degli studi effettuati finpma ancora
poco si sa circa il significatm vivo di queste scoperte. La risposta favorevole in $egui
alla somministrazione della BHbotrebbe essere legata ad un miglioramento daheglel
cofattore BH all’enzima mutato, poiché I'enzima mutato necesslibe di maggiori
guantita di BH. Altri fattori potrebbero spiegare |'effetto fawmole della BH sull’enzima
mutato, quali: un aumento dell’'emivita, prevenziale cattivo ripiegamentar(isfolding.
L'aumento dell’emivita dell’enzima mutato potrebbeggerire un effetto protettivo simil
“chaperone farmacologi¢adella BH,. Tale meccanismo sembrerebbe essere il principale
meccanismo molecolare alla base della responsllaaBH, (Muntau AC & Gersting SW,
2010). Nel presente studio, dei quattordici patiestltati “responders alla B nove
pazienti (64%) presentavano mutazioni localizzaarregione di legame con il cofattore
(R261Q, P281L, IVS10nt-11G>A, D222G e la D338Y)valsi autori suggeriscono che
gueste mutazioni aumentino la costante di Michadesten (Km) dell’enzima PAH, la cui
attivita residua potrebbe essere stimolata corupplsmentazione di Bjdla Km €& una
misura dell’affinita di legame di un enzima pessio ligando (substrato o cofattore) ed é
definita come la concentrazione di ligando rictagser occupare la meta dei siti di legame
per il ligando stesso (Blau N et al., 2004). Mgtobabilmente con la somministrazione del
cofattore esogeno si determina un aumento delleerdrazioni intracellulari di ligando

(BH,) che attiverebbe I'enzima mutato. E riportatodttdratura che la maggior parte delle
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mutazioni descritte in letteratura come responsilla BH, risiedono nel sito catalitico
dell’enzima. Anche nel nostro studio, le mutazipii frequentemente presenti nei pazienti
risultati responsivi al test da carico con Bétano localizzate nel sito catalitico (R261Q,
R158Q). Tra queste la mutazione R261Q, localizaatka regione CBR1, € stata, in diversi
studi, inconsistentemente associata alla respdasilia BH,, probabilmente in relazione ai
diversi protocolli utilizzati per praticare il testa carico; nella nostra casistica, tale
mutazione e stata riscontrata in sette pazientitais sensibili alla BH e in cinque pazienti
risultati “non respondér

L'unica mutazione, ritrovata in pazienti responsafla BH,, localizzata nel sito di
regolazione dell’enzima e stata la mutazione L48Sostituzione dell’aminoacido leucina
con serina polarizza l'area idrofobica presenteiltdominio di regolazione e il dominio
catalitico del secondo monomero. La mutazione Ld&%ata ritrovata in pazienti responsivi
al test da carico con Bfse presente in omozigosi o in eterozigosi conlua’anutazione
lieve, ovvero con attivita enzimatica residua itrazi Anche nella nostra casistica, nei
pazienti BH-responsivi, la mutazione L48S e stata associataumdltra mutazione
potenzialmente responsiva (R261Q, R158Q, D222G).

E stato, inoltre, ipotizzato che la responsivita &H, & possibile solo se & presente su uno
dei due alleli della PAH una mutazione che comparattivita enzimatica residua. A tal
proposito, in diversi studi € stato osservato cmemti con mild-PKU e con MHP, in cui e
presente una piu elevata attivita enzimatica residono nella maggior parte dei casi piu
responsivialla BH, rispetto ai pazienti con fenotipo classico chenmaimvece una bassa o
assente attivita della PAH (Blau N et al., 2008RIl&l nostra casistica, anche se esigua,
abbiamo ritrovato una responsivita alla Bid tutte le classi fenotipiche: dei 14 pazienti
responsivi alla Bl 3 pazienti presentavano una PKU classica, &pazina PKU lieve ed
infine 3 pazienti una MHP. Pertanto, anche i nadati hanno mostrato che la responsivita
alla BH; non e limitata solo ai pazienti con mild PKU esdllHP ma é possibile anche in
pazienti con fenotipo severo. Nella nostra casstic particolare, in una una paziente con
fenotipo classico (paziente CB), il trattamentoluago termine ha determinato un
significativo aumento della tolleranza alla Pheahto da consentire in questa paziente la
liberalizzazione della dietd ébella 14), migliorandone fortemente la qualita di vita.
Riteniamo, quindi, che lindicatore piu importantiella responsivita alla BHé la

combinazione delle mutazioni, indipendentementefel@tipo clinico. E molto importante
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quindi riuscire a selezionare in ogni popolaziamé t pazienti BH, responsivi e correlare |l
fenotipo clinico e biochimico con le specifiche smibni del gene.

Il test da carico con Bjveniva storicamente praticato per la diagnosiElAHIa alterazione
dei pathways di biosintesi e rigenerazione del ttofa (Bernegger C et al., 2002). Oggi il
test da carico con il cofattore e diventato unarsgnto valido per selezionare tutti i
pazienti che possono beneficiare della terapiangduermine con BiH(Shintaku H et al.,
2004); esso viene eseguito con diverse modalifa false dei livelli plasmatici basali di
Phe (Muntau et al., 2002; Zurfluh MR et al., 2006hnsiderata I'emivita della BH(di
circa 8 ore) i test da carico effettuati finora haravuto una durata complessiva compresa
tra le 8 e le 24 ore (Zurfluh MR et al., 2006); p&rmizzare il protocollo e per selezionare
il maggior numero possibile di pazienti respongiila BH,, Fiege e collaboratori hanno
proposto un test della durata di 48 ore con unansaistrazione doppia di BHFiege B et
al., 2005). Poiché il nostro obiettivo era quellanvestigare la responsivita alla Bhel
maggior numero possibile di pazienti disponibilisattoporsi al test da carico con |l
cofattore, abbiamo scelto di utilizzare quest’utiitest poiche piu sensibile e in grado di
diagnosticare un numero elevatostbhw-respondersche prima sfuggivano al test da carico
delle 24 ore, permettendo in tal modo di trattaneh& questi pazienti con uno schema
dietetico meno rigido. Infatti cinque (36%) dei tropazienti (pazienti BA, BC, DM, DN e
FV), hanno raggiunto una riduzione della Phe plasmauperiore al 30% rispetto ai livelli
basali solo dopo 32 ore dall'inizio del test da@acon BH,. Pertanto anche sulla base della
nostra esperienza, riteniamo che il test da caricoBH, esteso a 48 ore € uno strumento
importante per il riconoscimento delle risposteditze. Nel presente studio, tra i pazienti
sottoposti al carico con BHabbiamo due fratelli (pazienti GL e GN) con gepoti
[165delT]+[P366H]; per entrambe le mutazioni, cosine riportato da Zurflih MR et al.
(2008), la responsivita alla BHancora non € ben definita. Nel nostro studio,aenixi i
pazienti sono risultati responsivi alla B abella 2). La percentuale di riduzione massima
durante il test da carico con Bld stata del 59% per GN e del 67% per GL; in erttram
pazienti la monoterapia con BHa permesso la liberalizzazione della didabglla 14).
Attualmente, non vi € un metodo standardizzatolpenassificazione dei diversi fenotipi
dellHPA. Generalmente, i pazienti vengono clasatii sulla base dei valori della Phe
plasmatica riscontrata prima dell'inizio del trat@nto dietetico, mentre in altri casi, essi
sono stratificati sulla base della “tolleranza” aalPhe. Nel presente studio, per la

classificazione dei pazienti abbiamo utilizzatoramibi i parametri e quando abbiamo
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riscontrato delle discrepanze tra essi, abbiamssifieato il paziente dando maggiore
importanza alla “tolleranza” alla Phe.

Nel presente studio, tutti pazienti arruolati sostati caratterizzati dal punto di vista
molecolare (Tabella 1). | nostri dati sulla freque® sulla distribuzione delle mutazioni nel
gene PAH, dimostrano ancora una volta, 'ampisogtemneita delle mutazioni della PAH nei
pazienti con HPA. Nei nostri pazienti, le mutazigmii frequentemente riscontrate sono
state: p.L48S, p.R158Q e la p.R2610Q.

Tra le mutazioni riscontrate nei nostri pazientimBitazioni (Q301P, c.707-2delA e la
T418l) non sono mai state descritte precedentemématenutazione c.707-2delA é stata
identificata in un paziente (paziente VR) portatdeé genotipo c.[707-2delA]+p.[281L]. La
mutazione c.707-2delA potrebbe essere considemt® aina mutazione “severa” poiché
trattasi di una mutazione di splicing che determimdormazione di una proteina PAH
tronca con presunta attivita enzimatica residudldiiué noto che la mutazione p.281L
presenta un’attivita enzimatica residua <1% (P&weefas B et al., 2004). In questo
paziente, la severita del genotipo sarebbe in docoon la mancata responsivita al test da
carico con BH (Tabella 13 e figura 1§, ma sarebbe incredibilmente discordante con |l
fenotipo attribuito (HPA tipo Ill) e con la buonalleranza alla Phe (630 mg/die di Phe).
Pertanto ulteriori studi sono necessari per megkoprendere la patogenicita e la
correlazione genotipo-fenotipo per questa nuovaamiome. Tuttavia, poiché la responsivita
alla BH, in vivo € un fattore prognostico favorevole neezipati con HPA, €& possibile
ipotizzare che il test da carico con Bpbtrebbe rappresentare un parametro aggiuntivo per
la classificazione clinica delle HPA. La secondatamione identificata e stata la Q301P.
Studi in vitro, hanno mostrato che questa lesicgr@aa determinava la formazione di una
proteina mutata con solo il 4.4% di attivita enice residua. E interessante notare, che
filogeneticamente, la Q301 rappresenta un residuoaacidico altamente conservato e che
finora, nessuna mutazione é stata riportata intquesdone nel gene PAH umano. La
GIn301 ¢ localizzata al centro di uoeelica; pertanto la sostituzione della GIn corPta,
che e un residuo che interrompa-klica, determinerebbe un drammatico riarrangiament
strutturale. L’alterata espressione e funzioneadpibteina mutata Q301P, potrebbe essere
attribuita alla destabilizzazione del monomero @@ un alterato assemblaggio del
monomeri mutati. In vivo, il paziente portatore ldeinutazione p.Q301P (paziente MG)

presentava un fenotipo intermedio di HPA (mild PKead) e risultato responsivo alla BH
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(Tabella 10 e figura 13. Tale fenotipo, potrebbe essere attribuibile allatazione L48S,
presente sull’altro allele oppure all’effetto stetziante della Bl sul monomero p.Q301P.
Nella nostra casistica, nove pazienti (pazienti €8, DV, DN, VE, GN, GL E MG),
durante il test da carico con BHanno raggiunto un valore di fenilalaninemiarndre a
360 umol/L, suggerendo la possibilita per questi pazidhtina monoterapia con BHDi
guesti nove pazienti, in cinque pazienti (pazi®@#i, CB, VE, GN, GL), durante il periodo
di terapia a lungo termine con BHa sola terapia con B e risultata efficace
nell'eliminare una dieta a ridotto contenuto diif@lanina, consentendo in tal modo un
significativo miglioramento della qualita di vita guesti pazienti. Inoltre, nel nostro studio,
durante il periodo di terapia a lungo termine canBH,, tutti i pazienti trattati hanno
presentato un significativo miglioramento dellddmnza alla Phe, consentendo una dieta
meno ristretta e quindi un miglioramento della gaali vita.

E noto attualmente, che nei pazienti affetti da H@Aondamentale a tutte le etad mantenere
basse le concentrazioni plasmatiche di fenilalamna BH, in alcuni pazienti, potrebbe
essere una valida strategia terapeutica per raggpartale obiettivo. In alcuni pazienti con
forme piu lievi di HPA il trattamento con BHha permesso di sospendere completamente il
trattamento dietetico. Nella maggior parte dei @aizicon fenotipo classico responsivi al
carico, la terapia con la monoterapia con,RBidtrebbe non essere sufficiente ma potrebbe
necessitare anche della restrizione dietetica. Quesppresenta comunque un grosso
vantaggio poiché la somministrazione di Bldffre la possibilita di incrementare la
tolleranza alla Phe permettendo ai ragazzi fenitoheici di avere una dieta piu varia.
Questo approccio terapeutico potrebbe anche essate utile in caso di PKU materna,
poiche il controllo metabolico, necessario per prere eventi avversi seri nel nascituro
(embriopatia e fetopatia fenilpiruvica) é difficiémte raggiunto e mantenuto per tutto il
periodo gestazionale. Comunque la sicurezza defigpia con BH durante la gravidanza
non é ancora stata stabilita con certezza.

La BH, e stata utilizzata con successo da circa 20 aginpazienti con alterazione dei
pathways di biosintesi e rigenerazione della;BHBIcuni eventi avversi riportati nella
terapia a lungo termine sono: disordini del sorpuiuria e ridotta consistenza delle feci
(Muntau AC et al., 2002). Nella nostra casisticaratte il periodo di trattamento a lungo
termine con Bl, 2 pazienti hanno presentato epigastralgia e wmep# ha presentato

dolore addominale acuto inquadrato poi come un’agigée.
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Fino al 2007, la Bilera disponibile solo per scopi di ricerca, limdane in tal modo l'uso
per il trattamento della PKU. A dicembre del 20@ujla base delle diverse evidenze
scientifiche riportate in letteratura sulla effigace sulla sicurezza della sapropterina
dicloridrato (6R-BH), la Food and Drug Administration (FDA) ha autadm la
commercializzazione della sapropterina dicloridrgger uso clinico. La sapropterina
dicloridrato € una formulazione sintetica dell'isenm attivo della tetraidrobioptrerina, nota
con il nome di KUVAN (Kuvan®, BioMarin Corporatiof,iburon, CA). Dal 15 Settembre
2009, il Kuvan é ufficialmente disponibile anche lalia. La sapropterina e il primo
trattamento non-dietetico disponibile per paziemtifetti da HPA, sensibili alla
tetraidrobiopterina. Con l'autorizzazione all'immigne in commercio della sapropterina
dicloridrato, una valida opzione terapeutica si esar finalmente disponibile per il
trattamento delle HPA. In diversi trial effettuat, sapropterina € risultata essere efficace
nel ridurre i livelli plasmatici di Phe in alcunapienti con HPA. Per un sottogruppo di
pazienti, la sapropterina potrebbe rappresentam@ch trattamento. Per altri pazienti, il
trattamento con sapropterina potrebbe non eliminanepletamente la terapia dietetica, ma
potrebbe consentire un graduale incremento delbeppdi fenilalanina con la dieta, e
quindi di proteine, migliorando in tal modo la gtaldi vita del paziente. Ad oggi, solo un
piccolo numero di pazienti e solo per brevi perigdmo stati trattati con la sapropterina,
pertanto ulteriori studi sono necessari per staglila sicurezza e l'efficacia a lungo

termine.

Nel nostro studio, tutti i pazienti che sono riatiltsensibili alla BH hanno iniziato la
terapia a lungo termine con Bférnita dallaSchircks Laboratories (Jona, Switzerland).

In conclusione, data la unicita di ogni pazient@nportante effettuare in tutti i pazienti il
carico con BH per valutarne la responsivita, dato che la rispadla BH, potrebbe
dipendere da diversi fattori (Matalon MK et al.,0Z). In pazienti selezionati, la terapia a
lungo termine con BlHe risultata efficace nel garantire un buon cohdroietabolico ed un
miglioramento della qualita di vita grazie alladralizzazione della dieta o ad una dieta

meno ristretta.
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Hyperphenylalaninemia (Online Mendelian Inheritance in Man® database:
261600) is an autosomal recessive disorder mainly due to mutations in the
gene for phenylalanine hydroxylase; the most severe form of hyperphenylal-
aninemia is classic phenylketonuria. We sequenced the entire gene for
phenylalanine hydroxylase in 51 unrelated hyperphenylalaninemia patients
from Southern Italy. The entire locus was genotyped in 46 out of 51 hyper-
phenylalaninemia patients, and 32 different disease-causing mutations were
identified. The pathologic nature of two novel gene variants, namely, ¢.707-
2delA and p.Q301P, was demonstrated by in vitro studies. ¢.707-2delA is a
splicing mutation that involves the accepting site of exon 7; it causes the
complete skipping of exon 7 and results in the truncated p.T236MfsX60
protein. The second gene variant, p.Q301P, has very low residual enzymatic
activity (~ 4.4%), which may be ascribed. in part, to a low expression level
(8-10%). Both the decreased enzyme activity and the low expression level
are supported by analysis of the 3D structure of the molecule. The putative
structural alterations induced by p.Q301P are compatible with protein
instability and perturbance of monomer interactions within dimers and
tetramers, although they do not affect the catalytic site. In vivo studies
showed tetrahydrobiopterin responsiveness in the p.Q301P carrier but not
in the ¢.707-2delA carrier. We next investigated genotype—phenotype corre-
lations and found that genotype was a good predictor of phenotype in
76% of patients. However, genotype—phenotype discordance occurred in
approximately 25% of our patients, mainly those bearing mutations
p.L48S. p.R158Q, p.R261Q and p.P28IL.

Hyperphenylalaninemia (HPA; Online Mendelian end of the phenotypic spectrum, is the most common

Inheritance in Man® database:

261600), which inborn disorder of amino acid metabolism and is

includes phenylketonuria (PKU) at the most severe caused by a deficiency of phenylalanine hydroxylase

Abbreviations

BH., 6R-L-erythro-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin; HPA, hyperphenylalaninemia; PAH, phenylalanine hydroxylase; PKU, phenylketonuria.
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(PAH: EC 1.14.16.1). PAH is a hepatic monooxygen-
ase that catalyses the conversion of L-Phe to L-Tyr
using 6R-L-erythro-5,6.7.8-tetrahydrobiopterin  (BH,)
as a coenzyme. Deficiency of PAH activity causes
accumulation of Phe in tissues and biological fluids,
thereby resulting in the formation of secondary neuro-
toxic metabolites [1.2]. At present, HPA is treated by
maintaining strict metabolic control through a Phe-
restricted diet. Untreated HPA leads to brain damage
and mental retardation and epilepsy, as well as other
neurological abnormalities [3]. The severity of PAH
deficiency is variable and partly depends on the nature
of the mutations of the PAH gene. Recently, a novel
subtype of PAH deficiency, termed ‘BHy responsive’,
was identified, and several PAH mutations with resid-
ual enzymatic activity have been associated with BH4
responsiveness [4—0].

The enzyme assembles into homotetramers, with
each subunit consisting of three domains: an N-termi-
nal regulatory domain (residues 1-142), a large cata-
lytic domain (residues 143-410) and a C-terminal
domain (residues 411—452) that is responsible for tetra-
merization and includes a dimerization motif (411-
426). The PAH gene contains 13 exons and maps onto
chromosome 12g22-q24.1. To date, more than 500
PAH gene mutations have been identified (http://
www.pahdb.mcgill.ca). Their frequency varies in dis-
tinct populations and geographic areas [7-9] and a
number of them have been analyzed and characterized
in vitro [10,11].

Identification of the mutations and subsequent
in vitre expression studies may help in the prediction
of the severity of HPA. In a number of patients, the
genotype correlates with the metabolic phenotype [i.e.
‘severe’ mutations with undetectable PAH activity
cause classic PKU (HPA T), whereas ‘mild’ mutations
with some residual PAH activity cause milder forms of
the disease (HPA II and HPA III)] [1,2,10]. However,
significant inconsistencies among individuals with simi-
lar PAH genotypes show that the PKU/HPA pheno-
type is more complex than that predicted by the
Mendelian inheritance of defective alleles at the PAH
locus [12,13]. Subsequent to the 1990s, various studies
have addressed the issue of the genotype—phenotype
correlation of HPA. but no clear-cut findings have
emerged. This most likely reflects the rare nature of
the disease, the growing number of mutations and the
unpredictable result of allelic complementation in com-
pound heterozygotes [14-18]. Translated into clinical
practice, this means that it is often difficult to predict
the phenotype on the basis of a patient’s genotype,
and further studies in different ethnic groups are still
warranted.

Function and structure of PAH human variants

We have carried out a molecular analysis of the
PAH gene in 51 unrelated HPA patients from South-
ern Italy. In addition to the molecular epidemiology of
PAH mutations, we characterized the functional prop-
erties of two novel mutations to investigate their dis-
ease-causing nature and tested BH4 responsiveness in
the two carriers of these novel mutations. We also
evaluated the genotype—phenotype relationship in
homozygous, functional hemizygous and compound
heterozygous patients.

Results

Molecular epidemiology of PAH mutations

Fifty-one HPA patients were divided into three pheno-
type classes according to pre-treatment estimation of
plasma Phe levels and/or Phe tolerance: 24 patients
were classified as HPA I, 17 as HPA II and ten as
HPA TII. For nine patients (patients 3, 4, 5, 18, 25, 37,
39, 48 and 49), in whom the pre-treatment Phe level
was discordant with the Phe tolerance, the phenotype
was classified based on dietary tolerance data because
blood Phe levels at diagnosis may be influenced by
neonatal events such as hypercatabolism (e.g. due to
infection) [19].

Complete sequencing of the 13 exons, the intron—
exon boundaries and the promoter region of the PAH
gene was carried out. Complete genotyping was carried
out in 46 out of 51 HPA patients; in five patients
(HPA II, n = 2; HPA III, n = 3), only one causative
mutation was found (allele detection rate = 95.1%). A
total of 32 distinet mutations were identified and these
were unevenly distributed along the PAH gene
sequence (Table 1). Of these, 20 were missense muta-
tions (62%), five were deletions (16%), four were
nonsense mutations (13%) and three were at splicing
sites (9%). Two mutations had a frequency > 15%
(ie. p.R261Q and «c1066-11G>A; cumulative
frequency = 35.3%); four mutations had a frequency
in the range 5.0-8.0% (i.e. p.L48S, p.P281L. p.R158Q.
c. 1055delG; cumulative frequency = 26.5%); seven
mutations had a frequency in the range 1.0-3.0% (i.e.
.165delT, p.194S, ¢.592 613del, p.N223Y, p.R252W,
p.R261X, p.A403V; cumulative frequency = 14.7%);
and the remaining 19 mutations were present in a sin-
gle mutant allele (0.98% each, cumulative fre-
quency = 18.6%). The majority of mutations
(n = 25) were distributed along the catalytic domain
(78%), whereas six mutations (19%) belonged to the
regulatory domain and only one (3%) to the tetramer-
ization domain. Table 1 shows the distribution and fre-
quencies of each mutation in the various alleles, as
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Table 1. Distribution of mutations along the PAH gene/protein. Novel mutations are highlighted in bold. nt, nucleotide; aa, amino acid.

Protein domains and

Freguency for each mutation (%)

Frequency for each exon (%)

subdomains containing HPA| HPA Il

HPAII Total HPAI HPATI HPA Il Total

mutations Mutation (48 alleles) (34 alleles) (20 alleles) (102 alleles) Exon (48 alleles) (34 alleles) (20 alleles) (102 alleles)
None None None None 1 0.00 0.00 0.00 0.00
c.116-118delTCT
0.00 2.94 0.00 0.98
Regulatory Domain (p-F39del)
nt 1—426 p.L48S 417 8.82 16.00 7.84 2 417 14.71 26.00 11.76
aa 1-142 c.165delT
{p.FE5LISXE) 0.00 2.94 10.00 2.94
Auto Regulatory Sequence p.S67P 2,08 0,00 0,00 0.98
t 55-99
n A p.1945 0.00 5.88 0.00 1.96 3 2.08 .82 0.00 392
aa c.284-286delTCA (o 2.94 0.00 0.98
(pI95del) . ) . -
None None None None 4 0.00 0.00 000 0.00
p.R158Q 4.17 8.82 5.00 5.88 5 2.7 8.82 5.00 5.88
©.592-613del22 4,17 0.00 0.00 1.96
Catalytic Domain p. D222G 0.00 2.94 0.00 0.98
nt 427-1230 p.RT76X 2.08 0.00 0.00 0.98 6 | 10.42 2.94 10.00 7.84
aa 143-410 PW187X 2,08 0.00 0,00 0.98
p.L213P 2,08 0.00 0.00 0.98
Cofactor Binding Region #1 p.N223Y 0.00 0.00 10.00 1.96
nt 733-798 c.707-2delA
aa 245-266 (IVS06nt-2delA) 0.00 0.00 5.00 0.98
p.R241C 0.00 0.00 5.00 0.98
Cofactor Binding Region #2 p.R243X 2.08 0.00 0.00 0.98
nt 838-849 p.R252W 417 0.00 0,00 1.96
aa 280-263 p.A261Q 1875 26.47 500  18.63 7 | 3358 3529 20,00 3431
_— ) p.R261X 417 0.00 0.00 1.96
i B Ri
Csf;;ﬂg;gd'"g egion#3 | Eagok 2.08 0.00 0.00 0.98
aa 322-326 p.P281L 6.25 8.82 5.00 6.86
c.842+3G>C
2,08 0.00 0.00 0.98
Cofactor Binding Region #4 (IVS07nt3G=C) | E—
nt 1126-1137 p.Q301P 0.00 2.94 0,00 0.98 8 | 0.00 294 0.00 0.98
aa 377-379 p.1306V 0.00 0.00 5.00 0.98 9 0.00 0.00 5.00 0.98
. 6-1055delG 1042 284 0.00 5.88
Key aa in CBR p.G352fs } ) ' - 10 | 10.42 5.88 0.00 6.86
ﬁ;gz; :;25 %5212 %5345 p.D338Y 0.00 2,94 0.00 0.98
T ﬁ'&éﬁﬁ;ﬂﬁ’s’t a 287 8.82 000  16.67
:ggg} :izr:.add-ngaﬂaz p.PI6EH 0.00 0.00 5.00 0.98 1M | 2917 8.82 10.00 18.63
' ’ PE390G 0,00 0,00 5,00 0.98
P.A403V 0,00 0,00 10,00 1.96
p.R4080 0,00 2,94 0,00 098 2 0-00 588 10.00 392
Tetramerization Domain p.Y414C 0.00 2,94 0.00 0.98 12 0.00 5.88 10.00 3.92
nLz-iase None  None  Nome  None 13 | 000 0.00 0.00 0.00
Detection Rate 10000 94.12 85.00 95.10 100.00 94.12 85.00 95.10
Unknown 0.00 5.88 15.00 4.90 0.00 5.88 15.00 4.90

well as the frequency for each exon, in our 51 patients
in relation to the degree of phenotypic severity.

When phenotypic classes were considered, c.1066-
11G>A was the most frequent mutation in group
HPA T (29.17%), p.R261Q was prevalent in both
HPA 1 (18.75%) and HPA II (26.47%) and p.L48S
was the most frequent mutation in group HPA IIT
(15.00%). Thirty-one unrelated patients had at least
one mutation that was described previously as being
BH, responsive [11,20,21]. In detail, at least one BH,
responsive allele was present in ten HPA I patients, 14
HPA II patients and seven HPA III patients.

2050

Characterization and functional analysis of novel
mutations

Among the mutations identified in our HPA popula-
tion, two (i.e. p.Q301P and c¢.707-2delA) were novel.
One of these mutations, p.Q301P, arises from the
¢911A>C transversion in exon 8. This mutation is
located in the catalytic domain. The expression of the
p.Q301P mutant enzyme was decreased. As shown by
western blotting (Fig. 1A), in the presence of anti-
PAH serum, the intensity of the band corresponding
to the 50 kDa monomeric form of the mutant enzyme
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Fig. 1. (A} Western blot analysis performed on transfected human
HEK293 cells. A 50 kDa band was detected on immuncblots with
increasing amounts (pug) of cell protein extract after transfection
with wild-type PAH (lanes 1-4) and with p.Q301P plasmid (lanes
5-7). Densitometric analysis (see Experimental procedures) allowed
quantification of the difference, which revealed an average of
approximately 8-10% in the mutant compared to the wild-type
protein in repeated experiments (n = 7). (B) PAH enzyme activities
of wildtype and mutant p.Q301P in transfected HEK293 cells
assayed by measuring the conversion of L-["*ClPhe to L{"“CITyr
using the natural cofactor BHa (see Experimental procedures).
Lane 1, untransfected control; lane 2, wild-type; lane 3, p.Q301P

was approximately ten-fold lower in total extracts from
p.Q301P-transfected cells (lanes 5-7) compared to
wild-type extracts (lanes 1-4) (the PAH protein was
absent in the untransfected cells). To evaluate the
effect of this mutation on catalytic activity, we tested
the functionality of the p.Q301P mutated protein in
three independent experiments (Fig. 1B): the residual
enzyme activity measured on total protein extracts
from transfected cells was 4.4% (range 3.6-4.9%) of
the wild-type enzyme activity. No PAH activity was
detected in the untransfected cells (Fig. 1B, lane 1).

In an attempt to account for the low expression level
and the decreased enzymatic activity of the p.Q301P
variant, we analyzed the putative alterations produced
by mutation in the 3D structure of the ternary com-
plex as constituted by the PAH enzyme. the BH,4
cofactor and thienylalanine, which is a substrate ana-
log. Human PAH is a homotetramer, with each sub-
unit consisting of three domains: an N-terminal
regulatory domain (residues 1-142), a catalytic domain
(residues 143-410) and a C-terminal domain, which is
responsible for oligomerization (residues 411-452). The
ternary complex that we used as a reference structure
contains only the catalytic domain and the dimeriza-
tion motif (residues 411-—425). In addition to shedding
light on the overall architecture of domain organiza-
tion, this analysis revealed fine details of substrate and
cofactor binding sites (Fig. 2). Mutation p.Q301P falls
in the catalytic domain but is far from the active and

Function and structure of PAH human variants

N-term

Fig. 2. (A) Schematic representation of the PAH composite monc-
meric model. The catalytic domain, the regulatory domain and the
tetramerization domain are shown in cyan, blue and green, respec-
tively; the CaB helix is highlighted in yellow. The localization of the
Q301P mutation is represented by a magenta sphere. BH, cofactor
is shown in gray, thienylalanine in yellow and the Fe ion as an
orange sphere. (B} Local environment of residue Q301 {magenta) in
the human dimeric truncated structure (Protein databank code:
1mmk). The catalytic domains of subunits A and B are colored cyan
and orange, respectively, whereas the dimerization motifs of both
subunits are colored green. The Ca8 helix is highlighted in yellow.
Interacting residues are shown as ball-and-stick models (sticks of
residues belonging to Ca8, to subunit A and to subunit B are drawn
in yellow, cyan and green, respectively). For interaction details, see
text.

FEBS Journal 276 (2009) 2048-2059 © 2009 The Authors Journal compilation ® 2009 FEBS 2051

191



Function and structure of PAH human variants

cofactor sites. The Gln residue belongs to the Cu8
helix (residues 293-310, notation according to [22])
and its polar side chain protrudes into the solvent
(Fig. 2A). The Ca8 helix contributes to stabilization of
the tertiary structure of the monomer because it is con-
nected, via H-bonds, to other segments within the sub-
unit  (GIn304-Ala259, Gln304-Arg26l. Leu308—
Argd08) (Fig. 2B). The replacement of a hydrophilic
Gln with a rigid Pro residue at the center of the Ca§
helix markedly disturbs the structure of the helix itself.
Indeed, if not breaking the helix architecture, a Pro
residue at least causes the formation of a kink. Helix
bending angles induced by Pro residues could be up to
20-30°. A distortion of this entity would severely per-
turb the helix structure, as well its orientation, and
hence perturb the tertiary structure. In addition, the
helix faces the dimerization motif of an adjacent sub-
unit and thus contributes to stabilizing the intersubunit
interface. Indeed, the Arg297 and GIn304 side chains
of the Ca8 helix make favorable interactions with the
Glud422 and Tyr417 side chains of a neighboring sub-
unit (Fig. 2B).

The second mutation, ¢.707-2delA, is a splicing
mutation of the accepting site of exon 7. Figure 3
reports the results of the nested PCR (see Experimen-
tal procedures), which reveal a 389 bp fragment of the
expected length in all members of the analyzed family
and a shorter fragment of 253 bp present only in the
proband, as well as in his mother who bears the same
mutation (Fig. 3). Direct sequencing of both ¢cDNA
bands confirmed the skipping of the whole 136 bp
exon 7 and showed an altered junction between
exons 6 and & (Fig. 4). This process causes a new ORF
containing a frameshift, which results in the truncated
p.T236MfsX60 protein due to a premature termination
after 60 codons. Therefore, we were unable to carry
out a functional study of this variant protein.

Fig. 3. Nested RT-PCR showing exon 7 skipping for the ¢.707-
2delA mutation. Lanes 1 and 6, DNA size marker IX (pX174, Haelll
digested); lane 2, mother; lane 3, affected child; lane 4, father;
lane 5, negative control (water).
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Exon € Exon B

Fig. 4. Sequence electropherogram of the purified lowest RT-PCR
band in Fig. 3. The vertical bar indicates the aberrant junction
between excns 6 and 8.

Genotype-phenotype correlation

We examined correlations between genotype and phe-
notype. The phenotypic class was well predicted from
the genotype in 35 of the 46 patients for whom we had
complete genotyping data (76%). This observation is
in accordance with the 79% correlation rate reported
in a previous European study [23]. Nine patients had a
homozygous genotype (Table 2). Among them, six
patients carried mutations p.R252W, ¢.1055delG.
¢.1066-11G>A and ¢.592-613del22 (patients 6-9, 22
and 23) and presented an HPA 1 phenotype, in agree-
ment with the absent or very low enzymatic activity
associated with these mutations [12.21.24]. By contrast.
homozygosity for p.R261Q (patients 10 and 11) was
associated with different phenotypic classes, namely
HPA I and HPA II. respectively (Table 2).

Among the functional hemizygotes and compound
heterozygotes, four patients had the pJ[R261Q]+
¢.[1066-11G > A] genotype (patients 15-18): three were
HPA I and one was HPA II. Three patients had the
p.[R261Q]+[P281L] genotype (patients 12-14): one
was HPA T and the other two were HPA II. Three
patients had the p.[L48S]+[R261Q] genotype (patients
1-3): one was HPA TIII and the other two were HPA 1.
Two patients had the p.[L48S]+[R158Q] genotype
(patients 4 and 5): one was HPA II, the other was
HPA II1. Finally, it is interesting to note that the
patient carrying the novel ¢.707-2delA mutation in
association with the severe p.P281L mutation displayed
an HPA III phenotype (patient 39). indicating that the
¢.707-2delA  mutation may allow some residual
enzymatic activity (Table 2) although the possibility of
inter-allelic complementarity is unlikely [18].
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Guldberg er al. [23] suggested that, in the heterozy-
gous state, the milder PAH mutation may play a
major role in the phenotypic outcome; however, in
some cases, the metabolic phenotype is not consistent
with the predicted genotypic effect. In fact, the ‘mild’
p.R261Q mutation in combination with the putative
null mutations, p.P281L, ¢1066-11G>A  and
c.842+3G>C, was associated with HPA I (patients
12, 15-17 and 35). In addition, the p.R158Q mutation,
which has 10% residual enzymatic activity, conferred a
severe phenotype in two patients bearing. on the other
allele, the nonsense p.R176X and the splice site ¢.1066-
11G > A mutation, respectively (patients 31 and 34).

Finally. an unexpected severe HPA 1 phenotype was
observed in two patients with the p.[L48S]+ [R261Q)]
genotype (patients 1 and 2), in which both mutations
display residual enzymatic activity > 25% [24].

To conclude, we acknowledge that the metabolic
phenotype of our patients is not completely consistent
with that expected according to the genotype-based
prediction proposed by Guldberg er al. [23].

BH, responsiveness in novel mutations carriers

We tested BHs responsiveness in the two HPA
patients, one bearing mutation p.Q301P and the other
bearing mutation ¢.707-2delA (i.e. the two new muta-
tions). The first subject had the p.[L48S]+[Q301P]
genotype and a clinical diagnosis of HPA II. The BH,
loading test showed BHy4 responsiveness with a decline
of plasma Phe by more than 30% at Ts; and by
77.1% at Tag, as predicted by the allelic combination.
The second subject was classified as HPA III, carried
the p.[P281L]+c.[707-2delA] genotype and showed no
response to BH, administration.

Discussion

There is no standardized method for the classification
of HPA phenotypes. Patients are generally classified
according to the pre-treatment plasma Phe concentra-
tion [25], whereas, in other cases, they are stratified on
the basis of Phe tolerance [24,26). In the present study,
we used both parameters and, when there was a
discrepancy between the two, we classified the pheno-
type based on Phe tolerance.

The present study enlarges the molecular epidemiol-
ogy of PAH mutations, particularly with respect to
Southern Ttaly. Our data on the frequency and distri-
bution of PAH gene mutations reinforce the wide het-
erogeneity of PAH mutations in HPA patients [7-9].
Nonetheless, exons 2, 6, 7, 10 and 11 bear the majority
of mutations (overall frequency = 78%) and should

Function and structure of PAH human variants

be screened first in our population, whereas exon 13
shows no mutations in our series.

Two mutations (¢.707-2delA and p.Q301P) have not
been reported previously. The ¢.707-2delA mutation
was identified in a patient bearing the c.[707-2delA]
+p.[P281L] genotype. The ¢.707-2delA mutation can
be considered as “severe’ because it is a splicing muta-
tion that leads to a truncated PAH protein with pre-
sumed null enzymatic activity; p.[P281L] has < 1%
residual enzymatic activity [24]. The severity of the
genotype is in agreement with the lack of BH4 respon-
siveness in the BH, loading test, but is surprisingly dis-
cordant with the good dietary tolerance (630 mg-day™
of Phe) according to which an HPA III phenotype was
attributed. Further investigations are warranted to
clarify this point. However, in this context, it is
conceivable that. because BH, responsiveness in vivo is
a favorable prognostic indicator in HPA patients, this
test may represent an additional parameter in the
clinical classification of HPA.

The second mutation, p.Q301P, was found in a
compound heterozygous patient affected by an HPA 1
phenotype and bearing the p.L48S mutation on the
other allele. The change leads to a protein with 4.4%
residual enzyme activity and 8-10% residual expres-
sion, both tested in virro. Two mechanisms appear to
occur with this mutant protein: a lower stability that
diminishes the protein level in the cell environment
and a misfolding/destabilization of the tetrameric/
dimeric structure, which impairs the catalytic function
of the molecule. In this regard. it is noteworthy that
Q301 is a phylogenetically highly conserved residue
and that no mutation has been reported so far at this
codon in the human PAH gene. GIn301 is located in
the middle of an o-helix; hence. its replacement by
Pro. an o-helix breaker residue. results in a drastic
structural re-arrangement. Such a distortion might
affect the structure and orientation of the Co8 helix,
which contains residues (i.e. R297 and Q304) anchor-
ing a neighboring subunit, thereby stabilizing the
dimer interface. The altered expression and function of
the p.Q301P mutant protein may be attributed to
destabilization of the monomer and/or to an altered
oligomeric assembly. At the molecular level, the PAH
tetramer may be formed from various combinations of
mutated alleles. Homo- and heterotetramers can be
formed at different ratios depending on the effects pro-
duced by mutations (i.e. folding defects, reduced stabil-
ity or low levels of expression) [18]. Being embodied in
homo- or heterotetrameric proteins, the resulting
enzyme may influence the overall in vivo activity [18].
In vive, the patient bearing mutation p.Q301P presents
an HPA II phenotype and is BHy responsive. This
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Table 2. Genotype—phenotype correlation or discordance in HPA patients. Patients sharing the same genotype are separated by lines. Rows
in which there are novel mutation-containing genotypes are highlighted in bold. PUD, Phe unrestricted diet.

Genotype Phenotype
Pre-treatment Phe tolerance Clinical
Patient Allele 1 Allele 2 Phe levels (um)° (mg-day™")° phenotypes
1 p.L48S? p.R261Q% 1250 270 HPA |
2 p.L4887 p.R261Q° 1331 300 HPA |
3 p.L48S* p.R261Q° 907 1100 HPA Il
4 p.L48s? p.R15807 1331 240 HPA 11
5 p.L48S* p.R158Q° 2226 650 HPA Il
6 c.1066-11G>A c.1066-11G>A 1670 230 HPA |
7 c.1066-11G>A c.1066-11G>A 1643 250 HPA |
8 ¢.1055delG ¢.1055delG 1512 250 HPA |
9 ¢.1055delG ¢.1055delG 4090 295 HPA |
10 p.R261Q% p.R261Q° 1760 270 HPA |
11 p.R261Q* p.R261Q* 1168 410 HPA I
12 p.R261Q% p.P281L 1270 280 HPA |
13 p.R261Q% p.P281L 1089 395 HPA I
14 p.R2610* p.P281L 1180 410 HPA I
15 p.R261Q% c.1066-11G>A 1815 265 HPA |
16 p.R261Q% c.1066-11G>A 1694 340 HPA |
17 p.R261Q° c.1066-11G>A 1612 330 HPA |
18 p.R261Q* c.1066-11G>A 1875 440 HPA I
19 p.R261X c.1066-11G>A 2178 320 HPA |
20 p.R261X c.1066-11G>A 2202 320 HPA |
21 p.l94s® p.1945° 630 540 HPA Il
22 c.592_613del22 c.592_613del22 4840 340 HPA |
23 p.R252W p.R252W 1210 280 HPA |
24 p.L48S? p.D222G* 640 450 HPA I
25 p.L48S* p.Q301P 2117 385 HPA Il
26 p.L48S? p.A403V? 242 PUD HPA 111
27 p.A403V* p.R241C® 254 PUD HPA 111
28 c.165delT c.284_286delTCA? 986 500 HPA 11
29 c.165delT p.N223Y*® 393 PUD HPA Il
30 c.165delT p.P366H 550 1920 HPA I
31 p.R1580Q% p.R176X 2874 300 HPA |
32 p.R1580*% p.R261Q* 1186 400 HPA I
33 p.R158Q* p.D338Y® 700 505 HPA I
34 p.R158Q* c.1066-11G>A 1210 330 HPA |
35 p.R261Q% c.842+3G>C 2148 340 HPA |
36 p.R261Q° p.R408Q° 605 440 HPA I
37 p.R2610Q° c.1055delG 1270 550 HPA I
38 p.P281L p.W187X 1815 310 HPA |
39 p.P281L c.707-2delA 1512 630 HPA I
40 c.1066-11G>A p.P281L 1428 200 HPA |
41 c.1066-11G>A €.116_118delTCT 1180 390 HPA I
42 c.1066-11G>A p.L213P 1936 330 HPA |
43 c.1066-11G>A p.R243X 2529 275 HPA |
44 c.1066-11G>A p.E280K 1936 310 HPA |
45 c.1066-11G>A p.Y414c? 1089 400 HPA I
46 p.S67P ¢.1055delG 1230 330 HPA |
a7 p.N223Y*# Unknown 327 PUD HPA I
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Table 2. (Continued).

Function and structure of PAH human variants

Genotype Phenotype
Pre-treatment Phe tolerance Clinical
Patient Allsle 1 Allele 2 Phe levels (].lM)D (mg-day"')" phenotypes
48 p.R261Q° Unknown 3872 360 HPA Il
49 p.P281L Unknown 1815 400 HPA Il
50 p.1306Y Unknown 423 PUD HPA Il
51 p.E390G* Unknown 454 650 HPA Il

2BH, responsive mutation [11,20,21]. ® Diagnostic cut-off values are reported in the Experimental procedures.

phenotype may be attributable either to the L48S allele
or to the stabilizing effect of BH,; on the p.Q301P
monomer. A simple correlation between the PAH
genotype and phenotype should be predicted on the
basis of the monogenic nature of the disorder, as was
the case in 76% of our patients. In the remaining
cases, there was a discordance between genotype and
phenotype. In addition to the present study. several
other studies have reported unexpected genotype—phe-
notype inconsistencies [12,27-31]. Four factors may
contribute to this observation: possible phenotypic
misclassifications, incorrect tolerance assessment, the
unpredictable result of allelic complementation in
heterozygous patients. and the role of modifier genes,
including cellular quality control systems [23,32]. In
the various classification systems, the phenotypic
classes of HPA are defined by arbitrary cut-offs,
whereas HPA phenotypes represent a continuum. At
the same time. tolerance assessment depends on the
upper serum Phe level that is considered to be safe and
the age of patients in relation to periods of growth
fluctuations. Regarding allelic complementation, in
heterozygotes, two different mutant monomers interact
to constitute the PAH tetramer, and the functional
result of this interaction is not always predictable.
Finally, phenotypic variability among subjects bearing
the same genotype may depend on inter-individual
differences, including the handling of folding mutants
by chaperones and proteases [32].

In our series, the p.L48S, p.R158Q and p.R261Q
mutations were over-represented among patients with
inconsistent genotype—phenotype correlations. Muta-
tion p.L48S was shown to produce a protein in vitro
that underwent accelerated proteolytic action, as
revealed by pulse-chase studies [33]. Interestingly. the
p.RI58Q and p.P281L mutations increase the propor-
tion of aggregates and produce less PAH tetramer
[34]. whereas the p.R261Q mutation produces a well
known folding defect. Residue R261 plays a struc-
tural role [22] in that it contributes to the stabiliza-
tion of the tertiary structure of the catalytic domain

through a connection of different secondary structure
clements. Indeed, the R261 side chain binds to
GIn304 and Thr238 by H-bonds [35.36]. It is known
that the 1-Phe substrate activates the enzyme by
cooperative homotropic binding. This binding induces
conformational changes that are transmitted through-
out the enzyme via hinge-bending motions [37,38].
The R261Q recombinant variant exhibits a loss of
cooperativity [36]: therefore, the R to Q substitution
may prevent the enzyme from undergoing the correct
conformational change required by cooperative sub-
strate binding. In addition to p.R261Q, Phe levels
may also modulate other mutations that are fre-
quently involved in genotype-phenotype discordance.
Hence, the discrepancies observed in our patients
corroborate the notion that certain PAH mutations
confer different phenotypes according to their peculiar
molecular properties. Our results also shed some light
on the fine molecular alteration occurring at the
enzyme level and its consequences within the pheno-
type. The study of the novel mutation p.Q301P
extends the number of cases in which the alteration
does not affect the catalytic site but disrupts mono-
mer or dimer stability.

Experimental procedures

Subjects

Fifty-one Caucasian HPA unrelated patients from Southern
Ttaly (98% from the Campania region; median age 15 years,
range 2-25 years; male : female ratio 1.2 : 1) were investi-
gated. Patients were classified on the basis of pre-treatment
plasma Phe concentrations and Phe tolerance into HPA 1 or
‘classic PKU® (pre-treatment Phe levels > 1200 mmol-L ™",
Phe tolerance: 250-350 mg-day™'); HPA II (pre-treatment
Phe levels in the range 600-1200 mmol-L~", Phe tolerance:
350-600 mg-day™"); and HPA III (pre-treatment Phe levels
< 600 mmol-L™", Phe tolerance: > 600 mg-day™"). The
HPA 11l category included five patients whose Phe levels
were < 360 mmol-L™" under a Phe unrestricted dict. Phe
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tolerance was defined in patients > 2 years of age as
the highest Phe intake that was able to maintain plasma Phe
levels within the safe range (120-360 mmolL™") [23]. In
the case of discrepancies between pre-treatment plasma Phe
concentrations and Phe tolerance, the phenotypic class was
assigned according to Phe tolerance data. Forty-nine
patients were identified by a neonatal screening program
and two patients who were born in the pre-screening era
were diagnosed after the identification of mental retarda-
tion. The study was approved by the local ethics committee
and performed according to the standards set by the Decla-
ration of Helsinki. The experiments were undertaken with
the understanding and written consent of all subjects or
their guardians.

Genotype-phenotype correlation

For the genotype-phenotype analysis, mutations were clas-
sified according to the predicted residual enzymatic activity
in vitro. Functional hemizygotes were defined as having one
mutation with zero enzymatic activity. Genotype-pheno-
type correlation in compound heterozygous patients was
carried out in accordance with the ‘quasi-dominant’ theory
proposed by Guldberg er al. [23], in which the milder muta-
tion of two mutations is assumed to influence the pheno-
typic outcome.

BH, loading test

BH, responsiveness was tested by an extended BH, loading
test in the two patients bearing the novel mutations [26].
Two weeks before and during the testing period, Phe
intake was equally distributed throughout the day. The
BH, loading test was performed with two 20 mgkg™'
oral doses of BH, tablets (Schircks Laboratories, Jona,
Switzerland) at fp and f,4 h. Plasma Phe was analysed at #,
t4. 13, 112, taa. 132 and 155 The test was considered to be
positive when the initial plasma Phe levels decreased by at
least 30% during the test. Plasma Phe concentrations were
determined by a Biochrom 30 amino acid analyser
(Biochrom Ltd, Cambridge, UK).

DNA extraction, PCR and sequence analysis

A blood sample (5 mL) was collected by venipuncture into
EDTA. DNA was extracted using a standard salting
out/ethanol precipitation protocol. We used a home-made
primer set that enabled all exons and the promoter to be
amplified by a single PCR protocol. The primers and PCR
protocol are available upon request. Sequence analysis was
performed on both strands with an automated procedure
using the 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Fos-
ter City, CA, USA). All PCR fragments were sequenced
employing the same primers used in PCR amplification.

A. Daniele et al.

Mutagenesis

PAH mutant constructs were derived from the wild-type
PAH expression plasmid pcDNA3, kindly provided by
P. Knappskog (University of Bergen. Norway) and
P. Waters (McGill University-Montreal Children’s Hospital
Research Institute, Montreal, Canada). The mutation was
introduced into the wild-type expression plasmid using the
mutagenic primer and the Transformer II kit (Clontech,
Palo Alto, CA, USA). The resulting clones were sequenced
to verify the introduction of each single mutation.

Expression studies

Ten micrograms of wild-type or mutant ¢cDNA expression
vectors were introduced into 1.6 x 10° of human HEK293
cells using calcium phosphate (ProFection® Mammalian
Transfection System-Calcium Phosphate; Promega Italia,
Milan, Italy). Forty-eight hours after transfection, the cells
were harvested by trypsin treatment, washed twice with
150 mm NaCl, resuspended in the same buffer and frozen-
thawed six times. All transfections were performed in tripli-
cate. Each triplicate was assayed for total protein content
using a protein assay kit (Bio-Rad, Richmond, CA, USA).
We co-transfected 10 pg of a construct carrying a pB-galac-
tosidase reporter gene as a control for transfection
efficiency. Forty-eight hours after transfection, total RNA
was isolated using a standard protocol and RT-PCR analy-
sis was performed using specific primers; the resulting
cDNAs were sequenced. Immunoblotting experiments were
performed using 10 pg of protein extracts electrophoresed
on a 10% SDS/PAGE gel, as described previously [39].

The western blot autoradiography was digitalized in a
1200 d.p.i. TIFF image. The image was claborated using the
open source software GIMP, version 2.6 (http:/www.gimp.org/).
The image was grayscaled, so that each pixel ranged
between 0 (pure black) and 255 (pure white). Each band
was selected using the fuzzy select tool in GiMp with the
“Feather Edges’ option checked. Then, using the histogram
dialog tool, we obtained information about the statistical
distribution of color values in the area selected by the fuzzy
select tool. Two parameters were taken in account: the pixel
count and mean value. The pixel count was divided by
the mean value (pixel ratio). the greater the mean value, the
fainter the band.

Enzyme analysis

For each transfection, PAH activity was assayed on 50 pg
of protein, in duplicate, as described previously [11]. This
test measures the amount of “*C-radiolabeled Phe converted
to Tyr: both residues were subsequently separated by TLC.
The enzyme activity of the wild-type and mutant PAH
constructs was measured; the mean PAH activities were
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calculated from the three sets of transfection data. The
residual activities of mutant PAH enzymes were expressed
as a percentage of wild-type enzyme activity and normal-
ized to transfection efficiencies based on replicate B-galacto-
sidase activities.

Molecular graphics

The effect of mutation p.Q30IP on the 3D structure was
investigated. No crystal structure of any full-length
dimeric/tetrameric PAH is available, but various structures
of truncated human and rat proteins have been determined.
To obtain a complete view of the mutation site in relation
to the three protein domains (catalytic, regulatory and
tetramerization domains), a composite full-length mono-
meric model was built from human and rat structures (Pro-
tein databank codes: lmmk [40], lphz [41], 2pah [42])
according to Erlandsen and Stevens [22]. The details of the
interactions displayed by residues in the neighborhood of
Q301 were analyzed in the structure of the ternary complex
of human PAH with BH; and thienylalanine, which con-
sists of only the catalytic domain and dimerization motf
(Protein databank code: Immk). An analysis of the muta-
tion site was carried out with o software [43].

Isolation of RNA and RT-PCR analysis

Total RNA was isolated from leucocytes by centrifugation
at 300 g for 5 min; the cells were lyzed with TRIzol reagent
by repetitive pipetting (TRIzol®, Invitrogen S.r.l, S. Giuli-
ano Milanese, Milan, Italy), the quality of the RNA was
monitored by examination of the 18S and 28S ribosomal
RNA bands after electrophoresis. The RNA was quantified
by spectrophotometry at 260 nm and stored at —70 °C.
One microgram of total RNA was used to synthesize
cDNA using a standard protocol. Then, a nested PCR was
implemented to highlight the PAH c¢cDNA. The first
PCR was carried out using the primer pairs: forward,
S TAGCCTGCCTGCTCTGACAA-3', and reverse, 5-TT
TTGGATGGCTGTCTTCTC-3". In the nested PCR, the
primers pair used were: forward, 5-CCCTCGAGTGGA
ATACATGG-¥, and reverse, 5-GGAAAACTGGG
CAAAGCTG-3. The DNA fragments of 389 bp and a
253 bp were purified and subsequently sequenced.
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MPS V1 (mucopolysaccharidosis type V1) is a lysosomal
storage disease in which deficient activity of the
enzyme N-acetylgalactosamine 4-sulfatase [ASB (aryl-
sulfatase B)] impairs the stepwise degradation of the
GAG (glycosaminoglycan} dermatan sulfate. Clinical
studies of ERT (enzyme replacement therapy) by using
rhASB (recombinant human ASB) have been reported
with promising results. The release of GAG into the ur-
ine is currently used as a biomarker of disease, reflect-
ing in some cases disease severity and in all cases
therapeutic responsiveness. Using RNA studies in four
Italian patients undergoing ERT, we observed that
TMFe (tumour necrosis factor o) might be a biomarker
for MPS VI responsive to therapy. In addition to its
role as a potential biomarker, TNFx expression could
provide insights into the possible pathophysiological
mechanisms underlying the mucopolysaccharidoses.

Introduction

MPS VI [mucopolysaccharidosis type VI; Maroteaux—Lamy
syndrome; McKusick MIM (Mendelian Inheritance in Man)
no. 253200] is an autosomal recessive disease resulting from
mutations in the N-acetylgalactosamine-4-sulfatase [ASB
(arylsulfatase B)] gene, which results in turn ina lack of active
enzyme. In the absence of ASB, the stepwise degradation of
the GAG (glycosaminoglycan) dermatan sulfate is blocked,
causing a chronic progressive disorder. The estimated rate
of incidence of MPS V| ranges from 1:100000 to I:l
300000 in various populations [I]. MPS VI patients can
present with a spectrum of clinical phenotypes: severely
affected patients suffer early onset of the disease, with
rapid progression and death occurring in the early teens,
whereas patients at the attenuated end of the clinical
spectrum have a later onset and variable presentation, with
a lifespan of up to 50 years or more. Clinical features can
include growth retardation, coarse facial features, stiff joints,
skeletal malformations, respiratory difficulties, corneal

clouding, hepatosplenomegaly and cardiac abnormalities.
ERT (enzyme-replacement therapy) invelving the infusion
of a human recombinant enzyme was started recently,
with promising results [2-4]. Moreover, for several MPS
VI patients undergoing this therapy, mutational analysis
showed that the genotype—phenotype correlation might be
predictive of ERT efficacy [5,6].

Currently, there are no objective biomarkers of MPS
disease besides GAG that clearly reflect disease severity or
therapeutic responsiveness. Some targets and biomarkers
have been identified at the protein level for MPS VI and
VIl animal models. Among these, several molecules such
as NO (nitric oxide), pro-inflammatory cytokines, MMPs
(matrix metalloproteinases) and TIMPs (tissue inhibitors of
metalloproteinases) were suggested as easily measurable
potential biomarkers in animal synovial fluid and/or serum,
thus representing a more direct measure of the changes in
the joints and bone than the currently used GAG release
into the urine [7]. More recently, the HCII-T complex
(heparin cofactor ll-thrombin complex concentration in
the serum of MPS | patients was reported to be a good
biomarker with which to follow up therapy [8].

In the present paper, using real-time RT-PCR (reverse
transcription-PCR) analysis of RNA samples prepared
from blood of MPS VI patients undergoing ERT, we have
explored several molecules as potential biomarkers for

Ky wards: biomarker, enzyme-replacement theraoy {
glycosamireghean (GAG), heparin cofactar |, 1},
mucopolysaccharidesis type VI (MPS W1y, turr necross factor e (THNFe)

Abl afions used: ASE arylsulfatase B (N-acetylzalactosaming-4-sulphatase};

3 CC chemakine ligand 3; ERT, enzyme-replacement therapy, GAG,

gl inoglycar; HCH, rin cofactor | {HCI is also known as

SERPINE | [serpin peptidase inhibitor, clade [ (heparin cofactor), mermber

1} HICN-T gomplex, HO-thrombin comples; IL- |8 interleukin- [ 5 MR

rmitlrix metalloproteinase; MES VI, muzopelysaccharidosis type Wi rhASE,

recambinant human A T-PCR, reverse transeription-PCR; SPARC,
saceetad protein, acidic, oystene-rich (asteo ) TIME- 1, Lssue inhibitor

of metallopeptidases- | TNFe, tumour necresis factor o
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Table | Effect of therapy on the four MPS V| ltalian patients subjected to ERT
Effect of therapy after & months
Patient no. Ape yearsy' Mutations identified” GAG excretion’ The &emin walk test?
| 5 LE2R and R3I5Q 27 134
2 5 R315X and c| 475delC 22 313
3 5 H242Pand c12|134-6T>C P 310
4 % R315X and R315% 58 530

* Age at the start of ERT,
" Protein sequence and nuc

ide alterations numbered accarding to Pete

* The &-mmin walk test is reparted in terms of distance walked (metres).

et al. [18), GenBarik®
! GAG excretion is reported in terms of relative reduction in excretion and is expressed as a perce

cession number J05225.1.
sge ol the baseline excretion,

the response to therapy. The pro-inflammatery cytokine
TNFa (tumour necrosis factor «) appears to be a possible
candidate.

Materials and methods

Patients

The four patients reported in the present study (patients |—4)
were clinically classified as affected by the severe form of
the MPS VI disease. Patients | and 2 were treated in Monza,
patient 3 was treated in Padua and patient 4 was treated
in Naples (Table 1). The patients received weelly infusions
of Naglazyme (galsulfase; a commercial ASB used for ERT
purposes that is marketed by BicMarin Pharmaceutical Co.,
Novato, CA, U.S.A) at the dose of | mgikg. GAG in the
urine samples was determined with the DMB (dimethyl-
methylene Blue) test [9] and the GAG concentration was
normalized to urinary creatinine concentrations. The 6 min
walle followed standard guidelines.

Mutational analysis of the ASB gene

DMNA was isclated from blood of the four patients. Exons
1-8, including the exonlintron boundaries of the ASB
gene, were amplified by PCR under previcusly described
conditions [10,11]. Purified PCR-amplified exons were
directly sequenced.

Isolation of RNA

Blood samples from patients and age-matched normal
controls were collected in the PAXgene RNA tubes
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, U.S.A) and allowed
to equilibrate for 24 h; on the day after collection,
total RNA was isolated by using the PAXgene RMNA kit
{Qiagen lwalia, Milan, ltaly) following the manufacturer’s
protocol. The concentration and purity of the RNA
preparations were determined by measuring the absorbance
spectrophotometrically at 260, 280 and 230 nm; the quality
of the samples was verified by standard gel electrophoresis.

© 2008 Portland Press Ltd

Real-time RT-PCR

The cDNA was synthesized by using | pug of total RNA
in the presence of random primers, dNTPs, RNase inhibitor
and reverse transcriptase (all from Promega, Madison, WI,
U.S.A) following the manufacturer’s protocol. The PCR
was performed in a 25 ul reaction solution containing
12.5 ¢l of RT* Real-time SYBR Green/Fluorescein PCR
Master Mix (from SuperArray Bioscience Corp., Frederick,
MD, US.A), 1.0 ul of template cDNA and 0.2 «M PCR
primer set. The PCR conditions were as follows: 95°C
for 15 min, 40 cycles of 95°C for 30s, 55°C for 30s
and 72°C for 5 min. The relative expression of mRNA
for the target genes was performed by the comparative
C, (threshold cycle), AAC, method, by using the S-micro-
globulin gene as the control [12]. A validation experiment
was performed for each gene of interest and its control to
determine the conditions for the optimal concentration of
primers and templates, The normalized C, was obtained
by subtraction of the C, value for f,;-microglobulin from
the C, value for the gene of interest (AC,). The difference
between the AC, values for patient and control samples gave
the AAC, value, which was then used for the calculation
of the relative mRNA expression using the formula 2 2%,
The relative mRNA levels were expressed as fold change
in patients over normal controls. The following primer
pairs were used for each gene of interest: 5;-microglobulin:
forward primer, ccgtggecttagetgtget, and reverse primer,
tcggatggatgaaacceaga; CCL3 (CC chemokine ligand  3):
forward primer, ccacattcegtcacctget, and reverse primer,
atctgccgggaggtgtager; TIMP-1: forward primer, agttttgtg-
gctcectggaa, and reverse primer, ggtecgtecacaageaatg; TNFa:
forward primer, cgetctectgeetgetge, and reverse primer,
gggtttgetacaacatggge; MMPY (matrix metalloproteinase 9
gelatinase B, 92 kDa gelatinase, 92 kDa type IV collag-
enase): forward primer, ggtggaccggatgticee, and reverse
primer, ataggtcacgtagcecacttgg; SPARC [secreted protein,
acidic, cysteine-rich (osteonectin)]: forward primer, tetge-
cacaragtgcacce, and reverse primer, ccaggacgticttgagecag,
HCII: forward primer, aagctcaccaagggecteat, and reverse
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primer, tctcattcageeggaagttgt; IL-158 (interleukin-13): for-
ward primer, ctcgccagtgaaatgatgget, and reverse primer,
gtcggagattcgtagetggat. All the primers were designed
by Primer Express software (Applied Biosystems). For each
primer set, the efficiency was evaluated [12] by using 10-fold
serially diluted cDNAs for each amplicon and the slope
values given by the instrument were used in the following
equation:

Efficiency = (10"819F¢) — |

All primer sets had an efficiency of 100 £ 10%.

Results

We studied a group of four ltalian MPS VI patients under-
going ERT to seel biomarkers of the therapy. The injection
of rhASB (recombinant human ASB) was performed as de-
scribed in the Materials and methods section. The patients’
ages at the time of treatment ranged from 4 to 6 years.
The patients were alsc characterized at the molecular level
(Table 1). In total, six different murations that potentially
caused the pathology were identified. Patient | had a
missense mutation, R315Q, which has been previously de-
scribed [1 1], associated with the novel alteration LB2R. Pa-
tient 2 was heterozygous for the previously reported R315X
mutation [13] and for the novel mutation cl475delC, both
expected to produce a non-functional protein; the nonsense
mutation R315X causes the production of a polypeptide
lacking one-third of the amino acids compared with the wild-
type protein, and the deletion of nt [475 leads to a frameshift
in exon 8 of the gene. Patient 3 was heterozygous for
mutation H242P and the intron mutation cl213+6T=C,
neither previously described. The intrenic mutation affecting
the 5 donor splice site of intron 6 would be expected
to produce a non-functional protein, owing to incorrect
splicing. Patient 4 was homozygous for mutation R315X.
The effect of the treatment was evaluated by the quanti-
tative measurements of urinary GAG and by the &-min
wallc test. Urinary GAG excretion measured at 6 months
from the start of the therapy showed a mean relative
reduction to 34% of the baseline (Table I}, a value similar
to those previously reported [2—4]. The 6-min walk test
(Table 1) gave values indicating the validity of the therapy
for patients 3 and 4: the walk distances for them were 340
and 530 m compared with the baseline values of 180 and
240 m respectively. For patient |, no baseline value was avai-
lable. Only for patient 2 the distance walked in 6 min was
unchanged after therapy with respect to the baseline value.
Real-time RT-PCR analysis was performed on trans-
cripts obtained from the patients’ blood in order to study the
expression profile of potential candidate genes to be used as
biomarkers in the follow-up of the ERT. Table 2 summarizes

Table 2 Fold change, compared with the normal contral, of the expression
of various genes, measured in patient | at different manths from the first
injection

Fald change

Gena Time {months)... [ ] 2 3 8
SPARC 0.3% 032 023 023 0.22
PMrMPS 05l 032 Q.33 0.18 023
Ti+P-| (a2 G0 Q.14 0.1e 020
IL-15 0.06 035 020 QAL 031
HCH 053 045 ab7 047 0.84
CCL3 043 055 043 057 Q50
TNFar 229 033 035 029 029
2
3
T 15
£
£
¢
B
H
2
Py
2
Zos
2 e
2
ol 1 -
o 1 3 [

H
Months frem first injection

Figure |
points

TNFe molecular expression in patient | at several weatment

the results obtained in patient | using this analysis as an
initial screening. Among the seven genes examined from |
to 8 months from the first treatment, only TNFa was up-
regulated before therapy, presenting a 2.29-fold increase in
its expression compared with the normal control (Table 2):
after the first treatment with rhASB, the TNFw transcript in
this patient decreased to below the normal levels (0.39-fold
compared with the control), with decreased values up to
8 months from the start of therapy. All the other genes
tested (coding for SPARC, MMP%, TIMP-1, IL-1 4, HCIl and
CCL3) proved to be down-regulated before therapy, with
values below the normal controls persisting up to 8 months
from the start of the injections with rhASB (Table 2). Taking
inte account the results obtained from this initial screening,
the analysis of the TNFa gene in patient | was repeated
three times more to verify the statistical relevance of the
data concerning this gene; the results are given in Figure 1.
As shown, TNFe was again found to be elevated before the
treatment, with a mean fold change of 1.66 +0.21; it showed
a decrease as early as | month from the start of treatment
{0.42 +0.13-fold change), maintaining similar values until
8 months from the start of the therapy (0.41 £ 0.16-fold
change). The TNFa expression was also evaluated in the
other three MPS V| patients undergoing ERT and the values

© 2008 Portland Press Ltd
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Table 3 Fold change, compared with rthe nermal control, of TNFa
expression ac different times after the first injection

ot avzilable,

Feld changs

Patient  Time —

na {months) . (¢] | ) 3 4 5 & 7

2 na. 031 032 na na. na  oma 053
3 na. 031 052 046 046 na  na na

4 ta. 040 046 03 na 035 na 023

recorded are shown in Table 3. Although no samples prior to
treatment were available for these three patients, all showed
TNFe transcript levels after therapy substantially the same
as those obtained for patient |, with a 0.23-0.53-fold
change compared with the normal subject, thus supporting
the data obrained for this patient for the depressive effects
of ERT on the TNFer gene expression profile.

Discussion

Very few analytical tools are at present available to
predict disease severity and responsiveness to therapies for
MPS diseases. It is generally believed that the clinical
phenotype variation of MPS VI may be due to differences
and combinations of ASB gene mutations, leading to variable
amounts of residual ASB activity [14]. In the present study,
the mutational analysis for patients 2, 3 and 4 showed
several defects (Table [} likely to result in non-functional
ASB protein and cause severe clinical phenotypes if left
untreated. The R315Q mutation identified for patient | was
previously reported to be associated with an intermediate
phenotype [I1] and was also shown to produce, among
several mutations expressed in vitro, the highest level of
ASB protein and activity [5]; however, for patient I, the
clinical phenotype was classified as severe, probably due to
the effect of the novel mutation L82R. Our studies confirm
that the mutational analysis and early intervention with ERT
were advantageous for these four patients, all affected by
the severe form of the disease, for which ERT is likely to be
more beneficial.

Urinary GAG quantification is the most widely used
method for testing the response to treatments [2—4] and
has proved helpful in some cases to distinguish the disease
phenotypes [15]. Other, more specific biomarkers useful to
predict disease severity and responsiveness to therapies are
very much needed. In this regard, a recent report on MPS |
demonstrated a significant decrease in HCIl in patient serum
and a significant increase in HCII-T complex formation,
changes that correlated with the clinical measures of disease
severity as well as responsiveness to ERT [8].

In the present study we analysed several genes as
potential biomarkers for MPS VI disease, ranging from

& 2008 Portland Press Ltd

molecules such as IL-1, MMP9, TIMP-I and TNFw, which
were previously indicated as potential biomarkers for animal
medels [7], to SPARC, which is invelved in tissue remodelling
and could be a potential marker for bone and cartilage, to
HCIL reported for MPS | [8], and CCL3, reported for MPS
1B [16]. Interestingly, HCII, demonstrated to be low at the
protein level in MPS | patients, was also low at the RNA level
for our MPS VI subjects (Table 2).

A limitation of our study is the low number of
patients undergoing ERT; moreover; only for one patient
was it possible to measure the baseline levels of the genes
of interest. The results obtained by real-time RT—-PCR
analysis in patient | showed that, before treatment, only
TNFa was elevated compared with the normal control.
Cytokines such as IL-18 and TNFe are produced by MPS
chondrocytes, synoviocytes and macrophages. Since striking
osseous changes are the main clinical characteristics of the
Maroteaux—Lamy syndrome and since a linear correlation
was reported between TNFe concentrations and the
severity of chondral damage in several degenerative joint
diseases [17], the elevation of the chondrodestructive TNFer
cytokine level in patient | compared with the normal control
is not surprising. TNFwr expression, followed at several
time points from the first injection of the recombinant
enzyme, showed a decrease, suggesting a response to
therapy. TNFw, a potential biomarker of the disease, needs
to be confirmed in larger studies on MPS VI patients to
define more accurately its implication in disease and
responsiveness to therapy.

In summary, we have shown that TNFa in MPS VI
patients appears to be a potential biomarker of the disease,
Although the results on TNFe reported here relate specific-
ally to MPS VI, they may be relevant to other forms of MPS.
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Case Report

Chronic Diarrhea in Mucopolysaccharidosis I11B
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Mucopolysaccharidosis (MPS) IIB (Sanfilippo syn-
drome, OMIM 252920) is a lysosomal storage disorder
caused by the deficiency of a-N-acetylglucosaminidase
(NAGLU). a lysosomal hydrolase involved in the degra-
dation of heparan sulphate (HS) (1). MPS IIIB is charac-
terized by multisystem involvement and a complex
phenotype. The most debilitating manifestations of the
discase are those related to central nervous system discase,
with severe and progressive mental retardation. hyperac-
tivity, and behavioral problems. Skeletal and visceral
manifestations are less prominent, as compared with other
MPS.

Gastrointestinal manifestations, including diarrhea
and constipation, have occasionally been described in
patients with MPS IIIB, but they have been poorly
characterized and their pathophysiology is not known.

Although gastrointestinal symptoms are often over-
shadowed by the severe neurological phenotype, they
may affect the quality of life of patients and of their
families.

We describe a case of MPS 1B, referred to our hospital

because of chronic diarrhea, in which abnormalities of

intestinal endoscopy. histology, and scintigraphy with Tc-
99m-—labeled human serum albumin were found, partially
overlapping with the features of intestinal lymphangiec-

tasia. In this patient, a low-fat diet and supplementation of

medium-chain triglycerides were started, leading to per-
sisting improvement of diarrhea. These results add infor-
mation on the pathophysiology of intestinal manifestations
in MPS IIIB patients and possibly in other MPS patients
with a history of chronic diarrhea.

Received November 27, 2007; accepted August 8, 2008.

Address correspondence and reprint requests to Prof Giancarlo
Parenti, Department of Pediatrics, Federico Il University, via Sergio
Pansini 5, 80131 Naples, Italy (e-mail: parenti@unina.it).
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CASE REPORT

We describe a case of MPS IIIB, an 11-year-old Italian
boy. born to healthy consanguineous parents, referred to
our hospital at the age of 9 years because of develop-
mental delay and severe chronic diarrhea. Besides
parental consanguinity, family history was noncontribu-
tory. The first years of life were uneventful. Develop-
mental delay was initially noticed at the age of 3 years.
Gastrointestinal manifestations started at the age of
8 years.

At the time of admission to our hospital his parents
reported that the boy had 14 to 15 movements per day of
semiformed to watery large-volume stools, often associ-
ated with abdominal pain. The parents also reported that
because the boy was not continent, frequent emission of
large amounts of stools caused significant discomfort to
them and to other attendants, both at home and at school.
The patient was unsuccessfully treated with oral anti-
biotics and cholestyramine. On physical examination
height was [37cm  (90th—95th percentile). weight
36.1 kg (90th—95th percentile), and body mass index
19.2 kg/m?. Facial coarsening, macrocephaly, confluence
of eyebrows, hirsutism, and hepatosplenomegaly were
present. The patient had severe developmental delay and
hyperactivity; he was not able to collaborate in an IQ test.

On the basis of the clinical history and presentation,
the diagnosis of MPS IIIB was suspected. Urine glyco-
saminoglycan (GAG) excretion was increased: 40 mg/g
GAG creatinine (normal value for age: 22 + 13). Serum
NAGLU deficiency was demonstrated and the molecular
analysis of the NAGLU gene showed compound hetero-
zygosity for the P115S and IVS3 + 1G > A mutations. A
diagnostic work-up to investigate possible associated
causes of diarrhea was started. His hemogram showed
hemoglobin values of 12.1 g/dL. and a white blood cell
count of 4.60 x 103/|JML without lymphocytopenia
(2.57 x 10° /). Peripheral CD4 and CD8 cell counts
were normal.
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Routine laboratory analyses were normal with eryth-
rocyte sedimentation rate of 2 mm in the first hour, total
serum protein 6.7 g/dL (normal range 6.0-8.0g/dL) and
serum albumin 4.3 g/dL (normal range: 3.7-5.5g/dL).
Na® 139 mmol/L, K* 44mmol/L,, Ca tot 9.7 mg/dL,
serum iron 93 mg/dL and ferritin 53 ng/mL, and normal
serum protein electrophoresis. Liver function, renal func-
tion, urinalysis, and kidney ultrasonography were also
normal. Immunoglobulin (Ig) G was slightly reduced
(6.63; normal range for age: 6.73—17.34 g/L). Serologi-
cal markers for celiac disease (antitissue trans-glutami-
nase, antiendomysial and antigliadin [gG and IgA) were
negative. Serologic markers for inflammatory bowel
disease, including anti-Saccharomyces cerevisae 1gG
and IgA and anti-neutrophil cytoplasmic IgG, were
negative. Fecal calprotectin concentration was within
the normal range. Neither fecal occult blood loss nor
steatorrhea was detected.

Common gastrointestinal infections were excluded by
repeated stool cultures and search for parasites. Fecal
adenovirus and rotavirus antigens were also negative.
Infection by Helicobacter pylori was excluded through
invasive (histological examination) and noninvasive (ser-
ology and stool antigen assay) diagnostic tests. Stool
testing for Clostridium difficile toxins A/B was negative.
Lactose intolerance was excluded by a negative breath
hydrogen test. Mucosal damage was excluded by cello-
biose or mannitol tests (repeated on 2 different occasions),
suggesting normal intestinal permeability. Possible enteric
protein losses were investigated by fecal a-1-antitrypsin,
showing normal results (0.07mg/g wet feces; normal
< 0.44£0.06 mg/g wet feces).

Ultrasound examination of the heart showed only the
typical findings of MPS (thickening of mitral and aortic
valves and aortic valve regurgitation) without significant
hemodynamic consequences. An abdominal computed
tomography was normal, with exception of moderate
hepatosplenomegaly.

Upper gastrointestinal tract endoscopy revealed scat-
tered white spots in the proximal duodenum (Fig. 1);
histological examination of ileum showed dilated lym-
phatic vessels in the lamina propria, without evidence of
inflammation (Fig. 2). Colonoscopy revealed no apparent
abnormalities.

An abdominal scintigraphy with Tec-99m—labeled
human serum albumin was performed, showing radio-
activity in duodenum, proximal jejunum, and ileocecal
valve (Fig. 3).

The histologic and endoscopic features, together with
the findings of the scintigraphy, overlapped with those of
intestinal lymphangiectasia (IL). Therefore, we decided
to start a therapeutic trial with a low-fat diet supple-
mented with medium-chain triglyceride (MCT)—based
formula (Portagen, Mead Johnson, Nijmegen, the Nether-
lands) (2.3). After 2 months on this treatment, the patient
showed signs of a favorable response and diarrhea gradu-
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FIG. 1. Endoscopic examination revealed diffusely scattered
white spots throughout the mucosa of the proximal duodenum.

ally improved (1-3 times/day). He remained stable for
the following months.

Two years after the start of treatment with MCT-rich
diet, the patient’s growth is still normal. His height is
152 cm (75th—90th percentile), his weight is 45 kg (75th—
90th percentile), and his body mass index is 19.3 kg’mz.
Laboratory tests show normal serum protein, albumin, and
calcium levels; a mild decreased levels of IgG persists
(6.23—normal range for age: 8.21—18.35); fecal clearance
of a-antitrypsin is also normal (0.01 mg/g wet feces).

Compliance with a low-fat diet is reported as good.
The improvement and the stabilization of gastrointestinal
manifestation are judged by the parents as a substantial
improvement of the patient’s quality of life.

DISCUSSION

We report on a case of a patient affected by MPS IIIB
with chronic and intractable diarrhea. Because of its
severity (elevated stools’ frequency) and its chronic
course, diarrhea had a strong impact on the patient’s
quality of life and overall health. Chronic diarrhea has
occasionally been observed in MPS IIIB, but there are no
reports in the literature on the characterization of intes-
tinal manifestations in these patients. Thus. this is the first
description of intestinal findings in an MPS IIIB patient.

In our patient a diagnostic work-up to investigate
causes of chronic diarrhea resulted in findings that
partially overlapped with those observed in IL. IL is
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FIG. 2. Histological examination of ileum mucosa showing dilatation of the lymphatic vessels in the lamina propria.

an uncommon condition, characterized by dilated intes-
tinal submucosal and subserosal lymphatics (4). Protein-
losing enteropathy, resulting from blocked intestinal
lymphatics and loss of lymphatic fluid within the gastro-
intestinal tract, is the most common manifestation of this
disease. IL can be primary or associated with different
conditions (secondary or syndromic). Typical features of
the disease, presenting with variable severity, include
general or peripheral edema, diarrhea, chylous ascites,
chylous pleural effusion, and blindness due to macular
edema (4).

The findings observed in our patient. particularly the
appearance of the intestinal mucosa at endoscopy,

FIG. 3. Tc-99m-human serum albumin scintigraphy showing
abnormal uptake of tracer material (arrows) in duodenum, prox-
imal jejunum and ileocecal valve.

histology. showing dilated lymphatics and scintigraphy.
were puzzling. as they were not associated with the
typical clinical (eg, growth retardation, edema) and
biochemical manifestations of IL (protein loss). How-
ever, Van der Meer et al (5) reported a case of a girl with
IL without physical signs and laboratory evidence of
enteric protein loss; also in this case, such as in our
patient, the diagnosis of IL was made basis on the
endoscopic and histological manifestations.

Investigations to detect other conditions causing
intractable and chronic diarrhea were negative. Causes
of secondary IL (abdominal tumors, recurrent parasitic
infection, hepatic cirrhosis, chronic pancreatitis, Crohn
disease, Whipple disease, radiotherapy. constrictive peri-
carditis, and other cardiac conditions) were also excluded
by a negative clinical history or by the results of specific
investigations.

Despite the absence of a complete clinical picture of
IL, we started a treatment on the basis of low-fat normo-
caloric diet, enriched with MCT (2.3). This dietary regi-
men was effective in reducing stool frequency (1-3 per
day). The positive clinical response to MCT-based
formula 1s difficult to explain. It may be speculated that
the early start of a dietary treatment in our patient has
been able to prevent the full expression of protein-losing
enteropathy, including the biochemical profile charater-
ized by hypoproteinemia, hypoalbuminemia, lymphocy-
topenia, hypogammaglobulinemia, and hypocalcemia.

The abnormalities of intestinal endoscopy, histology,
and scintigraphy with Tc-99m—labeled human serum
albumin, reported in IL. remain unexplained in our
patient. This association may be casual. However, gastro-
intestinal findings with recurrent and occasionally severe
diarrhea are described in MPSs, including MPS II and
MPS IIIB (1). The pathogenesis of gastrointestinal invol-
vement in MPSs is obscure.

Wegrzyn et al (6), suggested a possible role of
microbial infections of digestive tract in an MPS I patient.

J Pediatr Gastroenterol Nutr, Vol. 49, No. 1, July 2009
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In our patient. we did not find evidence of bacterial, viral,
and fungal infection, although we cannot exclude an
infection by uncommon or atypical pathogens.

Alternatively, a localized GAG storage may cause a
mechanical obstruction of intestinal lymphatics that may
lead to fluid loss and diarrhea. This is consistent with the
finding in our patient of dilated lymphatic vessels in the
ileal lamina propria and abnormal pattern on scintigraphy
with Tc-99m-—labeled human serum albumin.

A possible role of HS, the substrate accumulated
in MPS IIIB. in the occurrence of gastrointestinal mani-
festations may also be considered. HS is not only an
important component of the extracellular matrix and cell
surface but it is also associated with important cell func-
tons (cell motility, interaction between the intra- and
extracellular matrices) and with regulation of extracellular
signalling pathways (eg, by modulating fibroblast growth
factor cytokine activity). In addition, a role of HS
proteoglycan has been recognized in protein-losing entero-
pathy. with correlations with protein leakage and modu-
lation of cytokines. although the molecular mechanisms
that mediate this effect are unknown (7.8).

In conclusion, we suggest that MPS patients presenting
with diarrhea should be investigated carefully to detect
the signs. such as those found in our patient, with
particular attention to histological findings of dilated
intestinal lymphatics. A treatment with MCT-based

J Pediatr Gastroenterol Nutr, Vol. 49, No. 1, July 2009

formula may be considered to alleviate the clinical course
of MPS disorders. A careful characterization of gastro-
intestinal manifestations may also add further infor-
mation on the role of GAGs levels and localization in
the function of intestine.
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ABSTRACT: Mucolipidosis type 111 (MLIII) is an autosomal
recessive disorder affecting lysosomal hydrolase trafficking.
In a study of 10 patients from seven families with a clinical
phenotype and enzymatic diagnosis of MLIIL, six novel
GNPTG gene mutations were identified. These included
missense (p.T286M) and nonsense (p.W111X) mutations
and a transition in the obligate AG-dinucleotide of the
intron 8 acceptor splice site (c.610-2A>G). Three
microdeletions were also identified, two of which
(c.611delG and ¢.640_667del28) were located within
the coding region whereas one (c.609+28 610-16del)
was located entirely within intron 8. RTPCR analysis of
the c.610-2A > G transition demonstrated that the change
altered splicing, leading to the production of two distinct
aberrantly spliced forms, viz. the skipping of exon 9
(p-G204_K247del) or the retention of introns 8 and 9
(p-G204V(:X28). RT-PCR analysis, performed on a
patient homozygous for the intronic deletion (c.609+
28 610-16del), failed to detect any GNPTG RNA
transcripts. To determine whether ¢,609+28 610-16del
allele-derived transcripts were subject to nonsense-
mediated mRNA decay (NMD), patient fibroblasts were

Additional Supporting Information may be found in the online version of the article.
*Correspondence to: Mirella Filocamo, Lab. Diagnosi Pre-Postnatale Malattie
Metaboliche, Istituto G. Gaslini, Largo G: Gaslini 5 (16147) Genova, ltaly or Tommaso
Beccari, Dipartimento di Medicina Interna, Universita degli Studi di Perugia,

Via del Giochetto 06126 Perugia, Italy. E-mail: mi i dals fini.ge.it,

theccari@unipg.it
Grant sponsor: iazi Italiana M li idosi.

incubated with the protein synthesis inhibitor anisomycin.
An RT-PCR fragment retaining 43bp of intron 8 was
consistently detected suggesting that the 33-bp genomic
deletion had elicited NMD. Quantitative real-time PCR
and GNPTG western blot analysis confirmed that the
homozygous microdeletion p.G204VfsX17 had elicited
NMD resulting in failure to synthesize GNPTG protein.
Analysis of the sequences surrounding the microdeletion
breakpoints revealed either intrinsic repetitivity of the
deleted region or short direct repeats adjacent to the
breakpoint junctions. This is consistent with these repeats
having mediated the microdeletions via replication slip-
page and supports the view that the mutational spectrum
of the GNPTG gene is strongly influenced by the
properties of the local DNA sequence environment.

Hum Mutat 30:1-7, 2009. © 2009 Wiley-Liss, Inc.

KEY WORDS: mucolipidosis type I1II; MLILL; GNPTG;
microdeletions; nonsense-mediated mRNA decay

Introduction

Mucolipidosis type III (MLIII), or pseudo-Hurler polydystrophy,
is an autosomal recessive disorder affecting lysosomal hydrolase
trafficking (MIM# 252605). The clinical phenotype is variable,
ensuring that at least some MLIII patients survive to adulthood
[Kornfeld and Sly, 2001]. The clinical manifestations include stiffness
of fingers and shoulders, claw hand deformity, short stature, scoliosis,
and mild mental retardation. Most patients exhibit mild retinopathy,
astigmatism, and cardiac valve involvement, and experience bone
pain and disability owing to the destruction of hip joints. Moderate

© 2009 WILEY-LISS, INC.
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to severe dysostosis multiplex with vertebral changes are evident
upon radiological examination [Kelly et al., 1975].

MLII is characterized by the abnormal trafficking and subcellular
localization of lysosomal enzymes [Kornfeld, 1986; Kornfeld and Sly,
2001]. Newly synthesized enzymes are missorted in the Golgi and
subsequently secreted into the extracellular milieu as a consequence of
the reduced activity of the Golgi-resident enzyme, UDP-N-acetylglu-
cosamine-1-phosphotransferase (GlcNac-1-phosphotransferase; E.C.
2.7.8.17) [Kornfeld, 1986; Kornfeld and Sly, 2001]. This enzyme
catalyzes the initial step in the synthesis of the mannose 6-phosphate
recognition marker on the high mannose-type oligosaccharides of
newly synthesized lysosomal enzymes required for receptor-depen-
dent transport to the lysosome. GlcNac-1-phosphotransferase exists as
a heterohexamer comprising three subunits, o, B, and v, encoded by
two distinct genes [Bao et al,, 1996a, 1996b; Kornfeld and Sly, 2001].
The & and B subunits contain the catalytic site of the enzyme and are
encoded by the GNPTAB gene on chromosome 12q23.2 (MIM#
607840) |Tiede et al., 2005]. Mutations in the GNPTAB gene are
responsible for MLIT and MLIII alpha/beta [Paik et al., 2005; Tiede
et al, 2005; Kudo et al., 2006; Cathey et al,, 2008]. The y subunit
(MIM# 607838), which would appear to facilitate recognition of acid
hydrolase substrates, is encoded by the 11-exon GNPTG gene located
on chromosome 16p13.3 [Raas-Rothschild et al, 2000, 2004; Lee
et al, 2007; Braulke et al, 2008]. A total of eight mutations in the
GNPTG gene have so far been described as a cause of MLIII gamma
[Raas-Rothschild et al, 2000, 2004; Tiede et al., 2004]. Here, we
report the identification and characterization of six novel mutations
in the GNPTG gene in patients with MLIII gamma.

Materials and Methods

Patients

The diagnosis was suspected upon typical MLII clinical-radi-
ological findings and increased lysosomal enzyme levels in serum/
plasma. The definitive diagnosis was made enzymatically by virtue of
significant reductions in the levels of B-galactosidase, o-fucosidase, p-
hexosaminidase, and o-mannosidase in fibroblast cell lines derived
from the patients. A total of 14 patients, with a clinical phenotype of

MLII, and taken from 11 unrelated families, were initially studied.
However, four of these patients, lacking detectable mutations in the
GNPTG gene, were reanalyzed for mutations in the GNPTAB gene
and were included in another study (our unpublished results). The 10
patients, affected by MLIIT gamma and included in the present study,
were derived from five (unrelated) Italian and two Spanish families. In
three families (Table 1, Families 1, 2, and 4), samples from an affected
sibling were available and were analyzed alongside the corresponding
index case samples. Family 7 comprised three patients, but only a
sample from the index case was available for molecular analysis.

Apart from the patients from Families 4, 5, and 7, which were
lost to follow-up (and whose samples were originally stored in the
“Cell Line and DNA Biobank from Patients Affected by Genetic
Diseases” collection; www.gaslini.org/labdppm.htm in 1976, 1989,
and 1981, respectively), the other patients are still alive and share a
symptomatology characterized by joint mobility restriction,
absence of hepatosplenomegaly, and mental retardation. The
oldest patient under study (Patient 1-1, Table 1), currently 20 years
of age, has developed valvular heart disease.

Cell Lines

Skin biopsies were taken from MLIII patients and fibroblast
cultures established according to standard procedures. Aliquots of
the patients’ cell lines were also cryopreserved in the Biobank.
Following ethical guidelines, all samples obtained for analysis and
storage required prior written informed consent using a form
approved by the Local Ethics Committee.

Molecular Analysis

Genomic DNA was extracted from peripheral blood leukocytes
and/or cell lines of the affected individuals and their parents by
standard methods. PCR amplification of the 11 exons of the
GNPTG gene was performed in a total volume of 50l using
DyNAzyme EXT DNA polymerase (Finnzymes OY, Espoo, Finland).

Total RNA was extracted from normal cultured fibroblasts using
the RNeasy Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France), following the
manufacturer’s instructions. First-strand cDNA was synthesized with
oligodT using Superscript ™I (Invitrogen, Milano, Italy), accord-

Table 1. Genotypes Encountered in the 10 Patients Belonging to Seven Unrelated Families

Genotype®
Family Patient Patient Birth Age at enzymatic diagnosis
number number origin Sex  year (years) Allele 1 Allele 2
1 11 Italian F 1987 7 c.611delG (p.GZ04AX6) c.611delG (p.G204AfsX6)
1-11 Ttalian M 1991 4 .611delG (p.G204A6X6) c.611delG (p.G204AfsX6)
2 24 Italian F 191 1 e.610-2A=>G c.316G > A# (p.G106S)
(p.[G204_K247,G204V{sX28])
21 Ttalian M 1995 9 c.610-2A>G 316G > A# (p.G1065)
(p.[G204_K247,G204V£sX28])
3 31 Spanish M 199 7 c.640_667del28 (p.E214KfsX37) .640_667del28
(p-E214KfsX37)
4 41 Spanish F ® ¥ 333G>A (pWI11X) 333G >A (p.WIIIX)
411 Spanish M P B €333G=A (p.WI11X) 333G =A (p.WILX)
5 51 Italian F 1982 7 c.857C>T (p.T286M) ?
6 61 Ttalian M 1993 6 €347_349delACA# (p.N116del) €.347_349delACA# (p.N116del)
7 7-1 Italian F 1959 21 c.609+28_610-16del (p.G204V{sX17)  c.609+28_610-del

(p.G204VEX17)

“For each mutation, the position in the cDNA (EMBL/GenBank: NM_0325203) and protein (NP_115909) is reported; novel mutations are in bold; # denotes mutations
previously reported by Raas-Rothschild et al. [2004] (c.316G >A) and Tiede et al. [2004] (c.347_3459delACA).

"Data not available, both patients were enzymatically diagnosed in 1976.
“Family with two other affected siblings unavailable for analysis.
E, female; M, male, 7, undetected mutation,

2 HUMAN MUTATION, Vol. 30, No. 0, 1-7, 2009

213



ing to the manufacturer’s instructions. PCR was performed in a total
volume of 50 pl using Phusion DNA Polymerase (Finnzymes OY).
Direct sequencing of PCR and RT-PCR products was performed in
the forward and reverse directions with the ABI PRISM Big Dye
Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems [ABI], Foster
City, CA) and sequences were analyzed on an ABI PRISM 3700 DNA
Analyzer. The PCR and RT-PCR primers are listed in Supporting
Table S1 (available online at http://www.interscience. wiley.com/jpages/
1059-7794/suppmat) together with the annealing temperatures.
Putative mutations were confirmed by sequencing duplicate PCR
products. The possibility that the novel missense mutation (p.T286M)
was a polymorphism was addressed by screening 50 healthy Italian
control subjects for this substitution. Control and patient PCR-
products were digested with the restriction endonuclease Hgal whose
recognition site was abolished by the ¢.857C>T mutation.

Analysis of Nonsense-Mediated mRNA Decay

Fibroblasts obtained from Patient 7-I and a control were grown
to 80% confluence and incubated with the protein synthesis
inhibitor anisomycin (Sigma, Milano, Italy) at a final concentra-
tion of 100pug/ml for 4hr. Total RNA samples were extracted,
reverse-transcribed, and PCR-amplified as described above.

Quantitative Real-Time PCR

For real-time PCR, the TagMan™ Gene Expression Assay (ABI)
including predesigned probes and primer sets for the human
GNPTG  (Hs00261332_ml) was used. P-Actin (ACTB;
Hs99999903_m1) was selected as a “housekeeping” gene. Real-
time PCR reactions using Maxima'™ Probe qPCR Master Mix
(Fermentas, St. Leon-Rot, Germany) were analyzed with the
Mx3000P (Stratagene, Amsterdam, the Netherlands) as described
previously [Pohl et al., 2007]. The relative expression of GNPTG
mRNA was normalized to the level of ACTB mRNA in the same
cDNA sample using the comparative CT method (2-24¢T).

Protein Analysis

Fibroblasts from one control and Patients 2-1, 5-1, and 7-1 were
grown on 60-mm dishes and lysed in phosphate-buffered saline
(PBS) containing 0.1% Triton X-100 and protease inhibitor cocktail
(Sigma, Deisenhofen, Germany), and incubated for 30 min on ice.
After centrifugation at 14,000 for 20 min at 4°C, supernatants were
collected and used for measurement of protein content (Protein
Assay; Bio-Rad, Hercules, CA). Cell extracts (75 pg protein) were
separated by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophor-
esis (SDS-PAGE) (12.5% acrylamide) under reducing conditions and
blotted onto nitrocellulose. After blocking with 5% nonfat dry milk
in PBS containing 0.1% Tween-20, the membrane was incubated
with polyclonal anti-human GNPTG antibody [Tiede et al., 2004]
overnight followed by incubation with secondary horseradish
peroxidase-conjugated goat anti-rabbit immunoglobulin G (IgG)
(Dianova, Hamburg, Germany). The immunoreactive bands were
visualized by enhanced chemiluminescence (Pierce, Rockford, IL).

The activities of the lysosomal enzymes o-L-iduronidase,
B-hexosaminidase and arylsulfatase A in cell extracts of control
and patient fibroblasts were determined as previously described
|Beesley et al., 2001; Tiede et al., 2004].

Bioinformatics Analysis

Sequences flanking the microdeletion breakpoints (+50bp)
were screened for the presence of direct repeats, inverted repeats,
and symmetric elements by means of complexity analysis [Gusev

et al, 1999]. In addition, sequences spanning the observed
microdeletions, including +50-bp flanking sequences, were
screened for the presence of: 1) specific recombination-associated
motifs; and 2) direct and inverted repeats and symmetric elements
(>8 bp in length) that are capable of forming non-B DNA slipped
structures, cruciforms, and triplex structures [Bacolla et al., 2004].

Mutation Nomenclature

All mutations are described according to current mutation
nomenclature guidelines (Human Genome Variation Society,
www.hgvs.org) [den Dunnen and Antonarakis, 2000; den Dunnen
and Paalman 2003; Wildeman et al., 2008]. Nucleotide numbering
was derived from the cDNA GNPTG sequence (GenBank-EMBL
accession nos. BC014592; NM_032520.3) taking nucleotide+1 as
the A of the first ATG translational initiation codon.

Results and Discussion

Mutation Detection

Ten patients from seven families with an enzymatic diagnosis
and clinicoradiological phenotype of MLIII were analyzed by
sequencing all 11 exons (and most of the surrounding intronic
regions) of the GNPTG gene. The different genotypes identified
in the seven unrelated patients are summarized in Table 1. Apart
from siblings Patients 2-1 and 2-1I (who were both compound
heterozygotes for the mutations [¢.316G > A] and [c.610-2A>G])
and Patient 5-1 (heterozygous for the mutation [¢.857C>T] in
association with an as yet undetected mutation [?]), all other
patients were found in the homozygous state. However, only in
the case of Families 1, 2, and 6 was parental heterozygosity
formally demonstrated. In the remaining cases, parental DNAs
were unavailable for analysis (most of the patient samples had
been preserved in the Biobank). All patients exhibited a mild
clinical phenotype, thereby providing support for earlier observa-
tions that mutations in the GNPTG gene are generally predictive
of a milder MLIII phenotype and a better prognosis than
GNFPTAB gene mutations [Cathey et al, 2008].

The GNPTG mutational profile was characterized by eight
distinct mutations including six novel lesions: €333G>A
(p.W111X), c.609+28_610-16del (p.G204V{sX17), c.610-2A>G
(p.[G204_K247del, G204VEsX28]), c.611delG  (p.G204AfsX6),
c.640_667del28 (p.E214KfsX37), and ¢.857C > T (p.T286M).

The c.610-2A > G Splice-Site Mutation

The ¢.610-2A>G transition occurred in the obligate AG
dinucleotide of the intron 8 acceptor splice-site. To assess its
potential effect on mRNA splicing, the relative strengths of the 5" and
3’ splice-site signals were evaluated using the Neural Network (NN)
splice prediction program (available at www.fruitfly.org/seq_tools/
splice.html) [Reese et al., 1997]. This in silico analysis predicted that
the ¢.610-2A >G mutation would abolish the 3’ splice-acceptor site
of intron 8 leading to the skipping of exon 9. However, RT-PCR
analysis of Patient 2-1 (a compound heterozygote for c.610-2A>G
and p.G106S) revealed the presence of an abnormally long transcript
in addition to the expected shorter (786bp) and normally-sized
(918 bp) products (Fig. 1A). This result was subsequently confirmed
by analysis of cloned products (Fig. 1B). Sequence analysis of the two
anomalous RT-PCR products subsequently confirmed not only the
in silico-predicted skipping of exon 9 [p.G204_K247del (786 bp)]
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but also a longer splice variant, p.G204VfsX28 (1076 bp), resulting
from the retention of introns 8 and 9 (Fig. 2).

Galante et al. [2004] studied intron retention in transcripts
from a large number of annotated human genes and provided
firm evidence for the preferential retention of introns < 100bp in
length. Consistent with this “rule,” the lengths of introns 8 and 9,
retained in the longer splice variant, are 76 and 82 bp, respectively.
The high GC content of these two introns (71% and 57%,
respectively) also concurs with an earlier finding that eukaryotic
introns with a high GC content tend to display lower excision
efficiency [Goodall and Filipowicz, 1991].

To explore the possible underlying mechanism of generation of
the longer splice variant, we performed an in silico analysis of the
splice sites and intronic sequences in the immediate vicinity of the
lesion, both in the presence and absence of the c.610-2A>G
mutation. As mentioned above, the c.610-2A>G mutation
completely abolished an acceptor splice-site with a near optimal
score (Fig. 2). Apart from the canonical donor and acceptor
splice-sites of introns 8 and 9, no other potential (cryptic) splice-
sites were predicted to be present within the analyzed sequence.
Interestingly, although the sequence at the intron 9/exon 10 splice
junction was compatible with it being a bona fide 3" acceptor
splice-site, it achieved a half normal score (Fig. 2). This
notwithstanding, mRNA analysis (by RT-PCR) confirmed that,
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Figure 1. RT-PCR on Patient 2-1 [c.610-2A =G ] +[ p.G106S]. A: The
analysis performed on the RNA sample, PCR amplified by primers 3-11
(Supporting Table S1), revealed the presence of two abnormal
transcripts (1,076bp and 786bp) in addition to the normally-sized
product (918 bp). B: The result was confirmed by repeat analysis on
the cloned products. Sequence analysis indicated skipping of exon 9
in the shorter product (P1: 786 bp) and the inclusion of introns 8 and 9
in the longer product (P3: 1076). M =50bp DNA ladder; P = patient;
C = control sample.

in the absence of the intron 8 splice-site mutation, this splice site
is still functional in vivo. It is, however, postulated that, in the
context of the ¢.610-2A>G mutation, the use of this already
“weak” acceptor site may have been rendered even less efficient.
Thus, in at least a proportion of mutant transcripts, neither the
intron 8 nor the intron 9 acceptor splice-sites would have been
recognized, giving rise to the inclusion of introns 8 and 9 within
the longer mRNA species. The retention of introns 8 and 9 served
to alter the reading frame, thereby creating a premature
termination codon (PTC). However, as is evident, the mutation
appeared not to elicit nonsense-mediated mRNA decay (NMD).

Missense Mutations

Two of the identified GNPTG gene lesions were missense
substitutions. The ¢.316G> A (G106S) substitution, which lies within
a conserved domain (known as protein kinase C substrate 80K-H;
PRKCSH]}, has been previously reported [Raas-Rothschild et al., 2004]
whereas the other lesion [¢.857C>T (p.T286M)], found in Italian
Patient 5-I (Table 1), is novel. Consistent with their pathological
authenticity, neither nucleotide change was found in a screen of 50
Italian healthy control subjects nor is either substitution listed as a
polymorphism in dbSNP (www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP).

Evidence for the functional significance of the two mutated
residues was sought through an analysis of evolutionary conserva-
tion by comparing the sequences of eight orthologous vertebrate
GNPTG proteins from human to zebrafish. G106 was found to be
invariant at this position as were the flanking residues within
the PRKCSH domain; such conservation over 500 Myrs of
evolutionary time is supportive of the functional significance of
this residue and hence the direct involvement of the G106S
mutation in disease causation. By contrast, T286 was only found
to be conserved in chimpanzee and dog among the vertebrate
GNPTG protein sequences examined. However, the substitution of
small polar T286, located on the C-terminal helical region of the
protein, by a large hydrophobic methionine (286M) residue, might
theoretically lead to incorrect positioning of the alpha-helix.
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Figure 2. Schematic representation of the abnormal GNPTG splice variants in Patient 2-1. In the top half (AB), the two possible aberrant
splicing events, resulting from the c¢.610-2A > G mutation at the invariant 3’ splice-site (ss) motifs, are depicted. The 11 exons (boxed) are
numbered 1 to 11 whereas the related unnumbered introns are represented as lines. A: Green boxes and black lines denote normally processed
exons and introns; the red box and lines represent the skipping of exon 9. B: Blue boxes indicate retained introns. C: In the bottom of the diagram,
schematic representation of the wild-type genomic region spanning exons 8, 9, and 10 of the GNPTG gene (together with intervening introns 8 and
9) with the respective 5" donor and 3" acceptor ss motifs (scores predicted by in silico analysis are reported below). It should be noted that donor
(5) and acceptor (3') sites are defined by the classical consensus sequences AG/gtRagt and (Y)ncag/GT (where R = Purine A/G and
Y = Pyrimidine T/C), respectively. A red arrow denotes the site of the point mutation ¢.610-2A > G which affects the 3’ ss motif (with a score of
0.91). Dotted red lines represent an exon skipping variant (A) whereas the dotted blue lines represent a variant with retained introns (B).
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Microdeletions

Of the three novel microdeletions detected, two (c.611delG
and c.640_667del28) occurred within exons, whereas c.609+
28 610-16del occurred within intron 8. The exonic deletions,
c.611delG and c.640_667del28, were both frameshifts and are
consequently predicted to introduce premature stop codons
(p.G204AfsX6 and p.E214KfsX37) that would either lead to the
synthesis of truncated protein products or elicit NMD [Maquat,
2004]. Unfortunately, fibroblast mRNA from Patients 1-I, 1-II,
and 3-I from the two families affected was not available to
ascertain the functional consequences of these protein-truncating
mutations in vivo.

Intriguingly, the intron 8 deletion (c.609+28_610-16del)
identified in Patient 7-1 involves a 33-bp sequence that harbors
three GGG motifs and a CCCC motif, known to be characteristic
of intron splicing enhancers [Yeo et al., 2004]. Further, according
to the Branch Site Analyzer program (http://ast.biocinfo.tau.ac.il/
BranchSite htm), the deletion also overlapped a region that
included a possible branch point and part of the pyrimidine tract
involved in spliceosome assembly and lariat intron formation (Fig.
3). The loss of the branch point consensus sequence CTGGAG
(start: c.609+38) and part of the downstream pyrimidine tract
(start: c.609+50, end: c.609+74) (Fig. 3) would be very likely to
interfere with normal mRNA splicing.

In order to investigate the consequences of this intronic
deletion (c.609+28_610-16del) at the RNA level, RT-PCR was
performed using RNA derived from both normal and cultured
fibroblasts obtained from Patient 7-1. Although a 961-bp PCR
product, corresponding to the length of the correctly processed
GNPTG mRNA transcript, was detected in control cells, no
PCR amplified products were observed in cells derived from
Patient 7-1. One explanation for this finding could be that
the deletion not only abrogates normal splicing but also elicits
NMD. In order to explore this possibility, fibroblasts obtained
from Patient 7-1 were incubated with the protein synthesis
inhibitor anisomycin for 4hr in order to block NMD [Noensie

Branch Sm Anclyzer

- (rm
Il

A Fvacna o1 28|

and Dietz, 2001]. As shown in Fig. 4, a longer PCR fragment
was obtained in the anisomycin-treated sample than in the
control. Sequencing of this anisomycin treatment-specific
GNPTG transcript from Patient 7-1 demonstrated that it had
retained the residual 43 bp from intron 8 which had not already
been eliminated by the 33-bp deletion. This finding therefore
supports the conclusion that the transcript derived from the
GNPTG allele and harboring the intronic deletion, had indeed
been targeted by NMD.

GNPTG Expression in MLIII Gamma Fibroblasts

Fibroblasts from three MLIIT gamma patients (Patients 2-I, 5-I,
and 7-1) were available for biochemical and GNPTG expression

studies. The activities of o-L-iduronidase, P-hexosaminidase and
arylsulfatase A measured in cell extracts varied between 10% and 70%
(depending upon the enzyme tested) of that of fibroblasts
from healthy controls and hence were confirmatory of a diagnosis
of MLITI (Fig. 5A).

To quantify the mRNA levels in these patient cells, real-time
PCRs were performed. In fibroblasts from Patients 2-I and 5-1, the
GNPTG mRNA levels were either weakly affected or unaffected,
respectively, as compared with control cells (Fig. 5B). The probe
and primer sets used in this study were designed so as to anneal
to the junction between exons 2 and 3, thereby allowing the
detection of both normally-sized and the two abnormally-sized
transcripts in Patient 2-1. Neither the splice site mutation
(c.610-2A>G) nor the missense mutation (c.316G>A) were
found to elicit NMD. By contrast, in cells from Patient 7-I, the
level of the GNPTG mRNA bearing the c.609+28_610-16del
lesion was reduced by 90% (Fig. 5B). These data were confirmed
by western blot analysis, which revealed GNPTG protein to be
undetectable in fibroblasts from Patient 7-1 whereas cells from
both Patients 2-1 and 5-1 expressed 34-kDa immunoreactive
polypeptides representing GNPTG monomers of the predicted
molecular mass [Raas-Rothschild et al., 2000]. Thus, data from

GNTPG Intron 8 WildType (76 base-pairs)

Branch Site Sequence:CTGGGAG Branch site Score:2 25 Branch Site Position:38
Polypyrimidine Tract (PPT) Start:50 Polypyrimidine Tract End.74

cra GCTGEGAGCTEEETGCTGCCCCTGCATCCTCCACCTTCAG
€.60941 10 20 30 40 s0 60 70 76
A
GNTPG Intron B MUTANT (c.609428del33) (43 base-pairs)
Branch Site Sequence:Not Detected
BOIFPYEIRIAEREITEREEBEE) : Not Detected
GTAAGCGTGCGCTCGEEETGECCOCTEGATCCTCCACCTTCAG
,,,,,,,, PR ] [ RAE AR paR et [ R |
<. 609+ 1 10 20 30 40 43 B

Figure 3. Branch site and polypyrimidine tract location predicted by the Branch Site Analyzer program (http://ast.bioinfo.tau.ac.il/
BranchSite.htm). The program predicted that the branch site consensus sequence CTGGAG and the polypyrimidine tract (Py)n at start position
©¢.609+38 and ¢.609+50 in the wild-type intron (76 bp) (A} would no longer be viable in the mutant ¢.609+28 610-16del(43 bp) (B).
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Figure 4. NMD assay on fibroblast mRNA from Patient 7-1 carrying
c.609+28_610-16del in the homozygous state. The assay was
carried out by RT-PCR analysis of GNPTG mRNA extracted
from anisomycin-treated (+) patient (P) fibroblasts and nontreated
(—) fibroblasts. No RT-PCR products were observed in the nontreated
sample, whereas a longer fragment (1,004bp) was detected in
the anisomycin-treated sample than in the control sample (C) which
exhibited the expected product of size 961 bp. M = marker, GeneRuler
1-kb DNA ladder.

both quantitative real-time PCR and GNPTG western blot analysis
served to confirm that the homozygous microdeletion
p.G204VsX17 elicited NMD resulting in a failure to synthesize
GNPTG protein.

Microdeletions and microinsertions (of <20bp) account for
17% and 7%, respectively, of the mutations logged in the Human
Gene Mutation Database (www.hgmd.org) [Ball et al, 2005].
However, microdeletions and microinsertions represent 5 of the 8
known previously reported mutations in the GNPTG gene
causing MLIII gamma, and 3 of the 6 novel GNPTG gene lesions
reported here. The basic mutational mechanisms underlying
microinsertions and microdeletions have been previously de-
scribed and support the view that sequence repetitivity is a robust
predictor of both types of lesion [Ball et al., 2005]. Complexity
analysis was used to identify both perfect and imperfect short
direct repeats adjacent to the breakpoint junctions of deletions
c.379del13 [Raas-Rothschild et al., 2004], c.609+28 610-16del,
and c.640_667del28 in the GNPTG gene (Fig. 6); these repeats
may have served to mediate the microdeletions via replication
slippage. Thus, the short microdeletion c.347_349delACA [Tiede
et al,, 2004] is explicable in terms of slipped mispairing operating
on two consecutive ACA codons whereas c445delG [Raas-
Rothschild et al,, 2004] and c.611delG are characterized by the
removal of individual nucleotides from mononucleotide runs.
Such lesions have been reported to occur frequently as a cause of
human genetic disease [Ball et al., 2005] and have been termed
“deduplications” [Kondrashov and Rogozin, 2004].

Several motifs known to be associated with site-specific cleavage/
recombination, high-frequency mutation, and gene rearrangement
were found within the regions spanning the deletions. Among
them were the deletion hotspot motif TGRRKM (where R = A/G,
K=G/T, and M = A/C) and its complement, which were found in
the vicinity of all the identified mutations. A truncated version of
this hotspot motif, TGGAG, known as a “hamster APRT deletion
hotspot” [Abeysinghe et al., 2003] was identified in the immediate
vicinity of all the deletion breakpoints. Several examples of the
“super-hotspot” motif, CCCAG (and its complement CTGGG),
previously described in association with both insertion/deletions
and microdeletion/microinsertions [Noensie and Dietz, 2001; Ball
et al, 2005], were also identified in the vicinity of all deletions.
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Figure 5. Quantitative mRNA and protein analysis in Patients 2-1,
5-1, and 7-1. A: Lysosomal enzyme activities of a-L-iduronidase (gray
bars), p-hexosaminidase (green bars), and arylsulfatase A (yellow
bars) were measured in cell extracts of control and patient
fibroblasts. The data were determined in triplicate and are given as
the mean + SD. B: Quantitative GNPTG mRNA expression in control
(black bars} and MLIIl gamma patient (gray bars) fibroblasts. Data
shown represent the mean of triplicate PCRs obtained from two
independent RNA preparations and expressed as the fold change +
SD. C: Expression analysis of GNPTG protein in MLUII gamma
fibroblasts. Cell extracts of fibroblasts from controls and MLIII gamma
patients were analyzed by anti-GNPTG western blotting. The positions
of the molecular weight markers are indicated. Western blot analysis
was repeated twice with similar results.

Taken together, these data are consistent with the view that the
mutational spectrum of the GNPTG gene is strongly influenced by
the properties of the local DNA sequence environment.
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GAGGATGCTGGCTACTTAAAGACCCCAGAAG
(c.640_667de128)
T

ccctge

(c.609+28_610-16del)

GTGACGCCTGCCGTT *

(c.379del13)
Gt N
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(c.347_349delACA)
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3
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Figure 6. Schematic representation of the micradeletions in relation to the structure of the GNPTG gene. The deleted nucleatides are shown
in red. Imperfect short direct repeats, found adjacent to deletion breakpoint junctions, are underlined. Nucleotides involved in “deduplications”
are indicated in blue. Asterisks denote deletions described previously [Tiede et al, 2004; Raas-Rothschild et al., 2000, 2004]. The exons are
displayed as green boxes (numbered 1-11) whereas the related (unnumbered) introns are denoted as gray lines. Exonic DNA sequence is

depicted in uppercase, intronic sequence in lowercase.
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Large Deletion Involving Exon 5 of the Arylsulfatase B
Gene Caused Apparent Homozygosity
in a Mucopolysaccharidosis Type VI Patient

Guglielmo R.D. Villani!** Michela Grosso." Gianfranco Pontarelli’ Armando Chierchia,
Raffaele Sessa' Michelina Sibilio? Giancarlo Parenti? and Paola Di Natale'

Apparent homozygosity for the mutation p.R315X present on exon 5 of the arylsulfatase B (ARSB) gene in a
mucopolysaccharidosis type VI patient was solved in this study by further testing for a second mutation. Patient
c¢DNA analysis revealed that the entire exon 5 of the ARSB gene was lacking; this new mutation was identified as
.899-1142del. As the genomic DNA sequencing excluded the presence of splicing mutations, polymerase chain
reaction analysis was performed for polymorphisms listed in the NCBI SNP database for the ARSB gene. This
allowed the mutation at the genomic DNA level to be identified as g.99367-102002del; this gross deletion, in-
volving the entire exon 5 of the gene and parts of introns 4 and 5 led to a frameshift starting at amino acid 300 and
resulting in a protein with 39% amino acids different from the normal enzyme. We stress that extensive DNA
analysis needs to be performed in case of apparent homozygosity to avoid potential errors in genetic counseling.

Introduction

UCOPOLYSACCHARIDOSIS TYPE VI (MPS VI, Maroteaux-
Lamy syndrome, MIM 253200) is a lysosomal disease
caused by a deficiency in the enzyme N-acetylgalactosamine-
4-sulfatase (arylsulfatase B [ARSB]; EC 3.1.6.12) (Neufeld and
Muenzer, 2001). Deficiency of ASRB leads to the storage and
urinary excretion of high levels of the glycosaminoglycans
dermatan sulfate and chondroitin sulfate. MPS VI patients
may present with clinical phenotypes withinabroad spectrum,
ranging from severe to relatively attenuated. Clinical features
include growth retardation, coarse facial features, stiff joints,
skeletal malformations, respiratory and cardiac problems,
corneal clouding, and hepatosplenomegaly. With the cloning
of the ARSB gene (Peters ¢t al., 1990; Schuchman et al., 1990)
and advances in sequencing technology, the identification of
ARSB mutations was made possible (Litjens and Hopwood,
2001; Karageorgos ef al., 2007). Molecular characterization of
Italian patients has been previously reported (Villani et al.,
1998, 1999).
A mutation analysis was performed for patients enrolled in
a trial of enzyme replacement therapy with Naglazyme; in
this study the mutant ARSB protein and residual activity were
determined for each patient and, together with genotype in-
formation, were used to predict the expected clinical pheno-
type (Karageorgos et al., 2004). Very recently, in an attempt to
identify molecular markers for the follow-up of enzyme re-

placement therapy, four Italian patients were tested at the
DNA level; among these, one patient showed the nonsense
mutation p.R315X in apparent homozygosity (Di Natale et al.,
2008). Subsequently, when the genetic test was performed on
parents’ DNA, we found (this study) that the patient carried a
second mutation (g.99367-102002del) resulting in the deletion
of the entire exon 5 of the gene as well as a part of introns 4
and 5.

Partial or gross gene deletions might be expected for any
gene, which might mislead molecular diagnosis. In this re-
spect, proper molecular analyses of the mutated gene, includ-
ing the analysis of both parents of the patient, are important
for subsequent diagnoses such as identification of the carrier
state in family members, prenatal diagnosis, and preimplan-
tation genetic diagnosis.

Materials and Methods
Patient and family studies

The patient, born in 2002, has a severe form of MPS VI. At
the age of 4 years he underwent enzyme replacement therapy
with Naglazyme. On that occasion, a mutation analysis
showed the presence of the nonsense mutation p.R315X
(c.943C>T) in apparent homozygosity (Di Natale ef al., 2008).
At that time, however, the DNA of the parents was not
available; only after 2 years from the initial molecular diag-
nosis did the family members ask for their carrier status to be
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defined. The molecular analysis, performed on both parents’
DNA, revealed that the father of the patient was not a carrier
of the p.R315X mutation. Thus, our laboratory carried out
extensive studies of the genomic DNA to seek the second
mutation of the patient.

DNA and RNA extraction

Genomic DNA wasisolated from the blood or from cultured
fibroblasts by using the Illustra DNA extraction kit BACC2
(GE Healthcare, Chalfont St. Giles, United Kingdom). Total
RNA was extracted using the RNeasy kit (Qiagen, Milan,
Italy). DNA and RNA were spectrophotometrically quanti-
fied by measuring the absorbance at 260, 280, and 230 nm.

Polymerase chain reaction analyses on genomic DNA

The primers for amplification of exon 5 of the ARSB gene
were the following: ABE1 (5-TCAGATAACGGAGGGCA
GA-3') and ABE2 (5'-GGTACCTGATGGTTTTCCA-3'). Ana-
lysis of all the polymorphisms was performed using the oligo-
nucleotides shown in Table 1 and the HotStar Taq Master Mix
kit (Qiagen) in the following conditions: 200 ng DNA template
was added to a reaction mixture containing 0.025U/uL Tag,
200uM each dATP, dTTP, dCTP, and dGTP (Amersham
Biosciences, Little Chalfont, United Kingdom), 1.5 mM MgCly,
polymerase chain reaction (PCR) buffer 1x, primers 200 nM.
Buffer Q was added only for polymorphisms from 14-9 to 14-
16 and for I5-7; for these polymorphisms the following PCR
program was used: after initial denaturation for 15min at
95°C, the reactions were subjected to 37 cycles of denaturation
at 94°C for 455, annealing at 56°C for 1 min, and DNA poly-
merization at 72°C for 1min, and to a final cycle at 72°C for
10 min. For polymorphisms 14-1 to 14-7 and 15-1 to 15-5 the
PCR program was the same except that the annealing tem-
perature was 57°C; for 14-1 and 15-1 the annealing step was for
30s.

Amplification of the 14-15/15-f fragment for the patient and
his family members was performed using the oligonucleo-
tides shown in Table 1 and the HotStar Taq Master Mix kit
(Qiagen) in a 50 uL reaction mix containing 10 pmol of each
primer, 1.5 U Taq, 200 yM each dATP, dTTP, dCTP, and dGTP
(Amersham Biosciences), 10 uL buffer Q, PCR buffer 1x, and
200ng of DNA. PCR reactions in this case contained three
primers, and also the forward primer 15-f was added to the
mixture to amplify the I5-f fragment as an internal control for
the PCR tests. The following program was used for this am-
plification: 96°C for 5min, followed by 32 cycles of 98°C for
455, 48°C for 1.5min, 72°C for 2min 15s, and one cycle of
72°C for 7 min.

Reverse transcription and ARSB cDNA amplification

Total RNA isolated from cultured fibroblasts was reverse
transcribed to ¢cDNA as described elsewhere (Wicker et al.,
1991). After a first-strand cDNA synthesis, 1 uL of cDNA was
mixed with 50 pmol of each PCR primer (A4, forward primer
and A5, reverse primer) in a total volume of 100 pL containing
2.5 units of Taq polymerase (Invitrogen, San Giuliano Mila-
nese, Milan, Italy), 0.2 mM of each dATP, dTTP, dCTP, and
dGTP (Amersham Biosciences), 10% (v /v) dimethyl sulfoxide,
50 mM KCl, 1.5 mM MgCl,, 0.01% gelatine, and 10 mM Tris-
HC1 (pH 8.3). After initial denaturation for 5 min at 95°C, the
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reactions were subjected to 40 cycles of denaturation at 95°C
for 30's, annealing at 50°C for 1 min, and DNA polymerization
at 72°C for 3 min. All amplifications were run with controls, in
which no reverse transcriptase had been added during the
cDNA synthesis.

DNA sequencing

PCR-amplified DNA and cDNA fragments were electro-
phoresed on a 1.5% agarose gel and then excised and cleaned
using the Qiagen gel extraction kit. The cleaned DNA frag-
ments were directly sequenced, without subcloning, by the
dideoxy-termination method and the analysis was performed
on an automated DNA-Sequencer (Applied Biosystems,
Monza, Italy). Analysis of electropherograms and alignments
of the DNA sequences were performed using the software
CodonCode Aligner (CodonCode Corporation, Dedham, MA).

Southern blot analysis

Genomic DNA (10pg) was digested with Hpal (Roche
Applied Science, Mannheim, Germany) under conditions re-
commended by the manufacturer. A genomic fragment of
523 bp, corresponding to the 3'end of intron 4 and generated
by PCR using the primers [4-7 (forward) and 14-15 (reverse)
(Table 1), was used as the probe. Based on reference sequence
NC_000005, the wild-type allele is expected to be 3250 bp and
the deleted allele to be 7875 bp.

Western blot analysis

Total soluble cellular extract was prepared in lysis buffer
(Cell Signaling Technology, Beverly, MA). Fifty micrograms of
the extract from the patient fibroblasts were electrophoresed
through 12% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis and blotted onto nitrocellulose membranes.
Anti-ARSB polyclonal antiserum was used at a 1/500 dilution
(Tessitore et al., 2008).

Results
DNA analysis of the MPS VI patient and his parents

The patient was previously diagnosed as being apparently
homozygous for the p.R315X mutation found on exon 5 of the
ARSB gene (Di Natale et al., 2008). Subsequently, the avail-
ability of DNA from his parents allowed us to reexamine the
case. The mother was heterozygous for mutation p.R315X; the
father was negative for the mutant allele p.R315X (data not
shown).

cDNA analysis of the MPS VI patient

As shown in Figure 1 (left), agarose gel electrophoresis of
the patient’s cDNA revealed the presence of a fragment
shorter than that obtained from the normal control. The anal-
ysis of the results obtained from ¢cDNA sequencing showed
that the patient’s cDNA lacked the entire exon 5 of the ARSB
gene (Fig. 1, right). This new mutation was therefore identi-
fied as ¢.899-1142del.

Identification of the novel deletion: Analysis
of polymorphisms in the genomic DNA

The genomic DNA sequencing excluded the presence of
splicing mutations on the ARSB gene of the patient; moreover,
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TasLE 1. ANALYZED PoLyMORPHISMS AND OLIGONUCLEOTIDES UsED IN THIS STUDY

Region Contig position AbSNP rsi# cluster id* Primers Oligonucleotide sequence
Intron_4 28844553° rs 430185 14-1 Fw 5'-ggagaactgcttgaatccag-3’
14-1 Rev 5'-ctgtgatgtgctttggate-3’
Intron_4 28838464° rs 337866 14-2 Fw 5'-atctgggtaatggggatat-3'
14-2 Rev 5'-gtgtacccattaaccatac-3'
Intron_4 28827862° rs 337845 14-3Fw 5'-tttgagttctgegatgttge-3'
14-3 Rev 5'-gaagagagcactgtggcctt-3'
Intron_4 28817324° rs 337892 14-4Fw 5'-ctggectteattattcagg-3'
14-4 Rev 5'-tgaaaccccatetgtacaa-3'
Intron_4 28797184" rs 337853 14-5Fw 5'-atgctttctgtggatgttge-3’
14-5 Rev 5'-cacaagttcecttagecca-3'
Intron_4 28787918 1s 337879 14-6 Fw 5'-aaagtgctgggattacagg-3'
14-6 Rev 5'-ccatacatttatgecactee-3'
Intron_4 28777829" rs 337885 14-7 Fw 5'-gaggttgaccgtacttgtg-3'
14-7 Rev 5'-gaagtctaattgccactge-3/
Intron_4 28792879° rs 184614 149 Fw 5'-accccttageagttactec-3'
14-9 Rev 5'-ctgctatgaccattcaggta-3'
Intron_4 28791093" rs 337828 14-10 Fw 5'-ttectgagacggagtcttg-3'
[14-10 Rev 5'-ctgtgttagccaggatggt-3'
Intron_4 28789000" rs 337876 [4-11 Fw 5'-caccaccactagatccate-3'
14-11 Rev 5'-cagacttgtacaggectca-3'
Intron_4 28784575 rs 337880 [4-12Fw 5'-ctggcaaaacttcagagaac-3'
14-12 Rev 5'-gctttctetggettaacca-3'
Intron_4 28782773° rs 163299 [4-13 Fw 5'-ctecttgetggtectettag-3'
14-13 Rev 5'-ggaagttgaggcatgagaat-3'
Intron_4 28780430° rs 337882 14-14 Fw 5'-agtgggageatteattgag-3'
14-14 Rev 5'-ccagtttgectetcagtaa-3'
Intron_4 28777674° rs 337886 14-15 Fw 5'-ttgagcacttaggttgtgtc-3'
14-15 Rev 5'-gagttctcaatctcaaggga-3'
Intron_4 28776208" rs 180049 14-16 Fw 5'-ctccaaagegcatatcatcg-3'
14-16 Rev 5'-cagactttggcagggggta-3’
Intron_5 28764970° rs 3114492 15-1 Fw 5'-cagggtctcactatgttge-3'
I5-1 Rev 5'-gacatcttcagcettccactt-3'
Intron_5 28759406" rs 10942877 15-2 Fw 5'-agtccttcaggattaggttg-3'
I5-2 Rev 5'-gacagatcaacgagacagaa-3'
Intron_5 28749510° s 3114494 15-3 Fw 5'-tgttgttegtctettcageattg-3'
15-3 Rev 5'-caaaccaaatatcacctgec-3’
Intron_5 28738454° rs 3114498 15-4 Fw 5'-cgtccaacaatgatagactg-3’
15-4 Rev 5'-ctgcacattgtgcacatgtac-3'
Intron_5 28730256° rs 813049 15-5Fw 5'-agttcctggcattttggac-3’
15-5 Rev 5'-aatcccaaaccactgceta-3'
Intron_5 28749761° rs 3114493 15-7 Fw 5'-acaatggtgcctctctaag-3’
I5-7 Rev 5'-ggcatattagtcectgaagt-3'
Intron_5 118712°119126° — 15-b Fw 5'-tcaaaatcattctccatccag-3'
I5-b Rev 5'-ttaagtctgcagaggttact-3’
Intron_5 115031°115560¢ - 15-c Fw 5'-atttctgagggcetetgtic-3'
I5-c Rev 5'-atcctgagactttgctgaag-3'
Intron_5 107281°107992°¢ — 15-d Fw 5'-ttcataaggttgattgaca-3'
15-d Rev 5'-tccacatactaacaagagaac-3'
Intron_5 104591°105001°¢ — I5-e Fw 5'-atacataaaaatgaacgatttc-3'
15-e Rev 5'-aaatagtcttgtattaacttg-3'
Intron_5 101521°102041°¢ — 15-f Fw 5'-tgccagttgtgataagtgee-3'
I5-f Rev 5'-aatagcaggtttcaggtcte-3'

*PPosition or rs# cluster id refers to contig NT 066713.14, as reported in the PubMed SNP database.
“Position refers to the first 5’ base of the oligonucleotide on the sequence NC_000005.

the large size of both introns 4 and 5 did not allow us to
perform direct sequencing. Therefore, we extended the study
by performing PCR analysis of polymorphisms listed in the
NCBI SNP database for the ARSB gene (www.ncbi.nlm.nih
.gov/sites/entrez). The polymorphisms analyzed in this set
of experiments, and the oligonucleotides used for this analy-

sis and their position along the ARSB gene are shown in
Figure 2A (thick boxes) and Table 1. As shown in Figure 24,
the patient appeared to be heterozygous up to polymorphism
[4-15 in intron 4 of the ARSB gene and up to polymorphism
I5-7 in intron 5 of the gene. These results might arise the sus-
picion of a deletion, possibly restricted to the sequence
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Exon 4

<< Consensus ...
consensus pd7 ...

ACGGT GTTCA TCTTT TCTAC AGATA ACGGA GGGCA GACTT TGGE, GGGGG TAATA ACTGG CCCCT TCGAG
ACGGT GTTCA TCTTT TCTAC AG--- == 0

<< Consensus

consensus pé7 e S —— A . G ——— -

<< Consensus
consensus pd7

<< Consensus
consensus pd7

0
GGACA CACCA ATGGC ACAAA GCCTC TGGAT GGCTT CGACG TGTGG ARAAC QTCS{'-FIW GGAAG CCCAT »**
B B el i et i e mmmm= mm=== 4TGAA GGARG CCCAT :==**

Exon 6

FIG. 1. ¢DNA analysis of the mucopolysaccharidosis type VI patient. ARSB cDNAs were PCR amplified using oligonu-
cleotides A4 and A5 and sequenced. Top left: Agarose gel electrophoresis of A4/A5 amplification. M, DNA molecular weight

marker VIII (Roche Applied Science); N, normal control; P, pa
top panel shows the electropherogram obtained by sequencing

tient. Top right: Analysis of data obtained from sequencing. The
the patient cDNA and the resulting ARSB mutant cDNA; the

bottom panel shows the alignments between the normal and the patient cDNA partial sequences. ARSB, arylsulfatase B; PCR,

polymerase chain reaction.

delimited by polymorphisms 14-15 and 15-7. To further char-
acterize this region, additional polymorphisms not reported
in the SNP NCBI database were examined on the 5 end of
intron 5 (identified by lower-case letters in Fig. 2A and Table
1). As shown in Figure 2A, the patient proved to be hetero-
zygous in fragments I5-b and 15-c and homozygous in frag-
ments I5-e and I5-f: this suggested a further restriction of the
area of the possible deletion.

Identification of the novel deletion: Genomic
DNA analysis in the region around exon 5

To determine the exact extent of the ARSB gene deletion,
PCR amplification was performed using three primers: 14-15
(forward), 15-f (forward), and I15-f (reverse). In these condi-
tions the 14-15 forward/15-f-reverse amplification was possi-
ble only for an allele with a gross deletion, because the normal
allele would give a fragment with more than 2500 bases, im-
possible to obtain in our PCR conditions. The primer pair
forward I5-f/reverse 15-f, in the same PCR, amplified a frag-
ment of ~600bp, which was used as an internal control. As
shown in Figure 2B, from this PCR analysis only the patient’s
DNA amplified two fragments, one of 600 bp. The sequencing
and the following analysis of the second, shorter band showed
that it corresponded to a fragment lacking the nucleotides
from 99367 to 102002 according to the numbering of the ARSB
gene sequence NC_000005 of the PubMed database (Fig. 2B).

These results imply that the second mutant allele of our pa-
tient bears the alteration g.99367—102002del, that is, a deletion
of 2635bp including exon 5 of the ARSB gene and part of
introns 4 and 5. Therefore, the correct genotype of the patient
is p.R3]5X/g.99367—102002del.

Southern blot analysis of the patient's genomic DNA

The analysis of the genomic DNA digested with Hpal and
hybridized to a probe located in the 3' region of the ARSB
intron 4 revealed in the patient the presence of an abnormal
fragment of ~7.8kb along with the normal fragment of
~32kb, as expected from the restriction map for a hetero-
zygous condition (Fig. 3A). This pattern corresponded to
what was expected from the deletion £.99367-102002del,
which removes a restriction site for Hpal at position 100668
(Fig. 3B).

Western blot analysis

In the cells expressing the normal ARSB protein the im-
munoblot analysis showed the 66 and 43kDa bands corre-
sponding to the precursor and the mature forms of the
enzyme, respectively (Litjens and Hopwood, 2001). In pa-
tent’s cells, no precursor form was detectable (probably be-
cause of a reduced stability of the mutant protein) and a low
MW form of 41 kDa was found, very faint compared with the
wild-type enzyme (Fig. 4).
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FIG. 2. Identification of the novel deletion. (A) Polymorphisms analyzed in the ARSB genomic DNA. ARSB gene exons 4-6
and introns 4 and 5 are shown; the boxes in the intronic regions refer to the polymorphisms analyzed, with the nomenclature
as shown in Table 1, the polymorphic bases, if known, and the genotype found for the patient (+, heterozygous; —,
homozygous). (B) Genomic DNA analysis in the flanking regions of exon 5. Genomic DNA from patient (P) or from a normal
control (N) was subjected to PCR using primers 14-15 (forward), I5-f (forward), and I5-f (reverse) as described in Materials
and Methods section. M, DNA molecular weight marker IX (Roche Applied Science). In these conditions the forward 14-
15/reverse 15-f amplification was possible only for an allele with a gross deletion, because the normal allele would originate a
fragment of more than 2500 bases, not achievable in our PCR conditions. The primer pair forward I5-f/reverse I5-f, in the
same PCR, amplified a fragment of ~600bp, used as an internal control. The figure shows agarose gel electrophoresis of the
PCR amplification, the electropherogram obtained from the sequencing of the lower molecular weight PCR product (dashed
arrow), the alignments of normal and patient partial sequences, and a schematic illustration of the ARSB gene depicting the
breakage points located on the genomic DNA (vertical arrows). *The numbers represent the position of the first and last base

of the genomic deletion found and refer to sequence n. NC_000005 of the PubMed database.

Analysis of the patient’s family
for the g.99367-102002 deletion

After the identification of the second mutant allele in the
patient, molecular analysis was performed for the family.
PCR analysis of the whole family was performed using the
primers 14-15 (forward), I5-f (forward), and I5-f (reverse), as
stated earlier. As expected, the mother of the patient did not
show the lower molecular weight band corresponding to the
deleted allele, whereas the father was heterozygous for the
£.99367-102002 deletion. Finally, the PCR analysis allowed us
to establish the heterozygous status for the g.99367-102002del
mutation for the sister of the index case (Fig. 5).

Discussion

MPS VI mutations have been identified in all three domains
of the ARSB polypeptide: the amino-terminal 43 kDa species,
the central 7kDa species, and the carboxyl-terminal 8kDa
species (Litjens and Hopwood, 2001; Karageorgos et al., 2007).
Thus far, a total of 128 clinically relevant mutations have been
identified in the human gene, with the missense mutations
being the largest group. Nonsense mutations and small in-
sertions or deletions comprise the remainder, resulting from
transitions in a CpG dinucleotide (Antonarakis et al., 2001).

The p.R315X mutation on the first allele of our patient was
previously reported (Voskoboeva et al., 2000) to result from
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| 14-7/14-15
=
exon 5
del 2635 bp

FIG.3. Southern blot analysis of the patient’s genomic DNA. (A) Blot obtained after digestion with Hpal and hybridization
to an ARSB intron 4 probe. In these conditions the blot showed two bands: an anomalous fragment of ~7.8kb only in the
patient (P) and a fragment of ~3.2 present also in a normal control (N). M, size marker (1kb DNA ladder; Invitrogen,
Carlsbad, CA). (B) Representation of the Hpal restriction map of the ARSB region including exon 5 (black box) and parts of
introns 4 and 5 showing the position of the fragment 14-7 /14-15 used as the probe (gray box). The positions of Hpal restriction

sites are also shown above each site.
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FIG. 4. Western blot analysis. Total extracts from normal
and patient fibroblasts were subjected to sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis followed by
Western blotting with anti-ARSB antiserum. The normal
ARSB protein showed the 66 kDa band (precursor form) and
the 43kDa band (mature form) of the enzyme (N). In pa-
tient’s cells, no precursor form was found and a lower MW
mature form of the enzyme was detectable (P). M, protein
marker in kDa (Broad Range; New England Biolabs, Hert-
fordshire, United Kingdom).

FIG. 5. Analysis of the patient’s family for the 2.99367—
102002 deletion. Genomic DNA from the patient (1), the
mother (2), the father (3), the sister (4), or a normal control
(N) was subjected to PCR analysis using primers 14-15 for-
ward, I5-f forward, and 15-f reverse as reported in Figure 2A.
M, DNA molecular weight marker IX (Roche Applied Sci-
ence). The presence of a double band for the patient, the
father, and the sister was indicative of heterozygosity for the
£.99367-102002 deletion.
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nucleotide substitution ¢.943C>T on exon 5 of the ARSB gene
and to lead to a truncated protein missing the last 218 amino
acids. The mutation on the second allele of the patient is a
gross deletion (g.99367-102002del), including the entire exon
5 of the ARSB gene and parts of introns 4 and 5. This gross
deletion results in a frameshift starting at amino acid 300 with
a stop at amino acid 492, causing a major alteration of the
protein, that is, 39% of amino acids different from the normal
enzyme. Both alterations detected in the patient were ex-
pected to produce a nonfunctional truncated protein; indeed
the results of the immunoblot experiment confirmed this hy-
pothesis.

A genomic deletion of ARSB exon 5 was previously re-
ported in the literature: Arlt ef al. (1994) described a patient
who was heterozygous for a deletion of genomic DNA en-
compassing exon 5; the end points of the deletion, however,
were not reported. More recently, a genomic deletion in-
cluding exon 5 was reported in a Spanish patient (Garrido
et al., 2007). We do not know if these deletions correspond to
the same deletion reported in this study. Comparable dele-
tions of entire exons causing disruptions of the reading frame
have been described for the dystrophin gene of patients with
Duchenne muscular dystrophy (Chelly et al., 1990) and for the
cystic fibrosis gene (Hantash et al., 2009). Apparent homozy-
gosity can be a result of allele dropout (Rechitsky ef al., 1998)
or can be caused by the presence of a large deletion on one
chromosome encompassing the location of the mutation and
of the PCR primers (Hantash et al., 2006). In our case, apparent
homozygosity for a mutation on exon 5 of the ARSB gene was
caused by a large deletion on a second allele also involving
exon 5, not visible with standard testing. In such instances,
DNA sequencing for the parents is mandatory to resolve ap-
parent homozygosity and to achieve an accurate diagnosis.

Our case also demonstrates the utility of reexamining
previous cases. For instance, for MPS VI patients where only
one mutation was identified on exon 5 of the gene but the
second mutation was not found, it would be useful to retest
the patient’'s DNA for the new mutation reported here
(.99367-102002del). On the other hand, it should be noted
that gross deletions could also involve other exons of the ARSB
gene and may not be evident using standard procedures,
because of the primers falling within the deletion. In these
cases, one should search for sequences such as SNP on the var-
ious ARSB exons: the presence of a heterozygous state for the
SNP would exclude the presence of gross deletions involving
that particular exon. In conclusion, extensive DNA sequenc-
ing needs to be performed to characterize exon deletions.
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Identification of novel LZHGDH gene mutations and
update of the pathological spectrum
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L-2-hydroxyglutaric aciduria (L-2-HGA, MIM 236792) is a neurometabolic disorder caused by the toxic accumulation of high
concentration of L-2-hydroxyglutaric acid in plasma and cerebrospinal fluid. Distinct mutations on the L2ZHGDH gene have
been associated with the clinical and biochemical phenotype. Here we present three novel mutations (GIn197X, Gly211Val
and ¢.540+1 G> A), which increase the present deleterious collection of LZHGDH gene up to 35 mutations that we have
compiled in this study. In addition, we used the haplotypic information based on polymorphic markers to demonstrate the

common origin of Gly57 Arg harboring chromosomes.

Journal of Human Genefics (2010) 55, 55-58; doi:10.1038/jhg.2009.110; published online 13 November 2009
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L-2-hydroxyglutaric adduria (L-2-HGA; MIM 236792) is a rare
neurometabolic disorder biochemically characterized by the presence
of high levels of L-2-hydroxyglutaric acid in plasma, cerebrospinal
fluid and urine.! Although the biochemical hallmark, the L-2-hydro-
xyglutaric acid, was identified approximately three decades ago,
the identification of both molecular and enzymatic defects was
only recently established. It is now known that the mutated gene
in L-2-HGA affects subject maps at chromosome 14q22*° and
encodes a FAD-dependent enzyme® known as L-2-hydroxyglutaric
acid dehydrogenase.>**

Once clarified the molecular basis involved in L-2-HGA, the
reports of co-segregating mutations started to increase and are
now available for several populations. At the time of this study,
32 distinct mutations found in a total of 50 affected families are
known from several distinct populations.>>*1% An interesting out-
come of these population-specific screenings is that, in addition
to the wide mutational spectrum of L2HGDH gene, high levels of
population heterogeneity concerning the type and frequency of each
mutation are also observed. To the best of our knowledge, only
Pro302Leu has been repeatedly documented in different popula-
tions™®7 remaining unknown if the affected chromosomes share a
common origin, or alternatively, if it has occurred through distinct
mutational events.

As pathological heterogeneity exists when distinct populations are
considered, a better and refined understanding of the mutational

dynamics at L2HGDH locus would welcome more population-based
studies. In this perspective, we investigated six previously unreported
patients belonging to affected families of Portuguese (families 1 and
2), Brazilian (family 3) and Italian (families 4 and 5) ancestry
following routinely molecular procedures, as previously described.®
Informed consent was obtained for all the collections. All the patients
showed high levels of L-2-hydroxyglutaric add in urine. Clinical
phenotype was documented as follows:

Family 1: The patient is the second child of healthy non-
consanguineous Portuguese individuals. A tonic—clonic seizure
was noticed within 23 months of age and not repeated. The EEG
was normal. Relative macrocephaly and slight global psychomotor
retardation were recorded. By 4 years of age, developmental coefficient
was 80. Magnetic resonance imaging (MRI) of the brain at 4 years
of age disclosed subcortical leukodystrophy and hyperintensity of
the cerebellar nuclei. At present, except for moderate mental retarda-
tion and macrocephaly, physical examination is normal.

Family 2: The patient is the second child of healthy non-
consanguineous Portuguese couple. Slight psychomotor retardation
with independent walking by 18-24 months and speaking by 18-36
months of age and slight kinetic tremor were reported. By 4 years of age
gait disturbance caused orthopedic consultation. She was first observed
at 6 years because of ataxia, intentional tremor, dysmetry, disartry and
poor speech. At 8 years, the cerebral CT showed leukodystrophy.
The brain MRI at 10 years of age showed subcortical leukodystrophia.
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At 10 and 12 years of age, global 1Q was 69 and 62, respectively.
Progressive gait disturbance, with pyramidal syndrome ensued.

Family 3: The two sister patients, currently at 30 and 33 years of
age, were born from consanguineous Brazilian parents. Both present
similar clinical phenotype. Specifically, both have cognitive retarda-
tion, epilepsy and axial ataxia. The brain MRI showed leukodystrophy
suggestive of L-2-HGA.

In what concerns the ¢.54041 G=>A and GIn197Stop replace-
ments found in the same patient (family 5), though it is impossible
to predict the impairment that a mutation affecting the consensus

Table 2 Mutational spectrum of L2HGDH gene

Family 4 The patient was born at term after an uneventful Nucleotide substifution mRNA/Protein substitution Reference
pregnancy. Consanguineous parents (second cousins) are healthy ...
individuals. In the first few months after birth a psychomotor delay 164G A Gly55Asp 3
was evident. MRI at 4 years of age revealed generalized white-matter 169G A Gly57ArE &
signal abnormalities in the cerebral subcortical regions (imaging 185C=A Alab2Asp 8
features of a subcortical leukoencephalopathy) with a loss of 2080=T Arg7OX &
signal on Ti-weighted slices and an increase in signal intensity on 241A>G LysB1Glu 2
Ty-weighted images. The corpus callosum appeared normal. The 292C=>T His98Tyr .
dentate nuclei showed abnormally high T2-weighted signals; also 293A>G His98Arg &
cerebellar vermis hypoplasia was observed. At present, the patients 459T=A Tyr153x =
clinical picture is being characterized by psychomotor delay (1Q=47),  467G=>T Glyl 56Val !
intentional tremor, motor dysfunction with ataxia, pyramidal and 528 G=>T Glul76Asp :
extrapyramidal signs. He is able to walk without support. 584A>G Tyr195Cys !

Family 5: The patient is the only child of healthy unrelated parents 589C>T Gin197X This work
of Italian ancestry. No significant abnormalities were noted in the first bR T Gly211¥al Thswosk
year of life, but a slight developmental delay became evident after the 781C>T Arg251X !
first year. At the age of 5 years, he experienced a febrile generalied ~ 728C>T Seroshen i
seizure. The MRI showed white-matter signal abnormalities in cere- TBEC>G FRe20AK j
bral subcortical regions (subcortical leukoencephalopathy) with the 2T Shoen 1
: . i | } i : B87C>T Val296GIu
involvement of globus pallidus without thalamic lesion. The peri- Sie T b3t §
ventricular white matter was less involved, and the corpus callosum . Argaas 3
appeared normal on T,-weighted sections. A hyperintense signal in 1301A>C Hisd34Pro &
the anterior limbs of the internal capsules and the entire external 1319C= A Serdd0Tyr ;
capsules was noted. Diffuse abnormalities in the cerebellum (dentate
nuclei) were observed. Slight atrophy cortical was present. At 7 years  gpivine aprars
of age, because of recurrent epileptic episodes, therapy with anti- 25T _IA=G _ &
epileptic treatment (valproic aad and clobazam) was started with 540+1G=A _ This werk
good response. At present, the patient is showing mild psychomotor 739-2A>G = 3
delay (1Q=63), tremor, mild motor dysfunction with ataxia. He is 906+16=C _ 3
able to walk without support. 907-2A=G &

Once the clinical and biochemical phenotype had been estab-
lished, molecular studies were performed in an attempt to detect  Indels
the disease-associated mutation. The resulting data are presented in 408+1_408+5delGTATG - !
Table 1. A total of five distinct mutations were identified, three of 529delC Prol77HisfaX182 %
which represented novel disease-associated mutations (GInl975top, 557_560delATTG AsplBBValfsX213 !
Gly211Val and ¢.540+1 G>A), and the remaining (His98Arg and ~ 501celT SerdOTHitX214 4
Gly57Arg) corresponding to previously documented replacements.® 1015de(A ArgAI9ASIsKaA] !
Regarding the Gly211Val, the replacement of a small conserved residue RS e i
by a long side-chain valine might have some impact on the structure
of the protein. No studies were possible in the Brazilian control -

; % i Del E1-E9 — &

population, although both adult sisters show phenotypic features DelES _ .
of L-2-HGA.
Table 1 Molecular findings in five L-2-hydroxyglutaric aciduria (L-2-HGA) affected families
Family Ongin Nucleotide substitution mRNA/Protein substitution Status
L Portuguese female c.293A>G p.His98Arg Homozygosity
2 Portuguese female c.293A>G p.His98Arg Homozygosity
3 Brazilian sisters €632 G=T p.Gly211Val Homozygosity
4 ltalian male c.169A>G p.Gly574rg Homozygosity
5 ltalian male c.540+1 G=A%C.589C>T° Donar splice error in intron 4/p.Gin197 Stop Heterozygosity

“Previously unreported mutations.
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GT donor splice site!! would have because alternative spliced forms
may be formed, we foresee a complete absence of activity caused by
the p.GIn197Stop mutation which would lead to a truncated non-
functional transcript. It should also be mentioned that the screening
of 102 Portuguese unrelated health individuals did not reveal a single
case harboring any of these mutations.

By adding these three new mutations to the currently known
mutational repertoire of L2ZHGDH, the number of disease-associated
replacements reaches a total of 35 (Table 2), and 18 of them are listed
at the Human Gene Mutation Database (HGMD).'* The statistical
information when all deleterious mutations are taken into account can
be summarized as follows: 43% of all mutations (15 out of 35) are
amino-acid replacements, 20% (7 out of 35) originate premature stop
codons, about 17% (6 out of 35) represent small insertions or
deletions (indels), 14% (5 out of 35) replace intronic splidng
sequences, and just 6% (2 out of 35) are large deletions but technical
difficulties in their detection may be covering a higher fraction.

In the absence of crystal structures for human or other mammalian
species, we attempted to infer the relative impact that non-
synonymous replacements may have by using a comparative
protein-sequence approach. In order to accomplish this, homologous
sequences representative of eukaryotic and prokaryotic species
were extracted from KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes'* %) or NCBI (National Center for Biotechnology Informa-

Mutational spectrum of the L2HGDH gene
L Vilarinho et &/

tion at http://www.ncbi.nlm.nih.gov) databases and aligned using
Geneious v4.0'° (Figure 1). We observed that the 14 disease-associated
residues, including the newly Gly211Val, lie in strongly conserved
positions, In fact, nine mutations (Gly55Asp, Gly57Arg, Lys81Glu,
His98Tyr, Glul76Asp, Tyr195Cys, Gly211Val, Pro302Leu and Serd440-
Tyr) replace invariant sites in both eukaryotes and prokaryotes and
the remaining five mutations (Ala62Asp, Glyl56Val, Ser263Leu,
Val296Glu and His434Pro) lie in conserved sites across all eukaryotic
species. This observation points to the relevance of these residues to
the function of the protein at the same time that raises the possibility
that replacements affecting less conserved positions are present in the
general population, as they would result in mildly, possibly misiden-
tified, clinical phenotypes.

As mentioned before, mutations shared by different populations
are rare. Yet, we are presenting an Italian patient homozygous for the
Gly57Arg mutation, which was previously found at heterozygosity
state in a Portuguese female (patient 10 in Vilarinho et al®). To
distinguish between a common and an independent origin we have
used the intragenic polymorphic information.® This analysis revealed
that both patients share the same haplotypic background in maternally
and paternally inherited chromosomes resulting in homozygosity for
all the eight single nucleotide polymorphic sites. More specifically, the
genetic background correspond to the following genomic sequence
coordinates: T°* exon 1)-C'**(exon 2)- A**3 intron 3)-A**(exon

o
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Figure 1 Conservation profile of L2HGDH sequences across eukaryote and prokaryote species. Residues associated with disease-causing replacements
are highlighted. Protein sequences were extracted from KEGG (Homo sapiens 79944, Canis famifiaris 480316 and Gallus gafius 423573). The remaining
protein sequences were obtained from National Center for Biotechnology Information (NCBI) as follows: Bos taurus (AAIS1578), Pongo abelii (NP_001125894),
Rattus norvegicus (NP_001101498) and Mus musculus (NP_663418), Synechacystis sp. (NP_442886) and Escherichia coli (NP_289209).
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4)_(:54] —28!1[{ intron 4)_T703+1Zﬂt{'inn.ﬂn 5)‘ Gl 196+l3lll(inu.0n 9)_
C1%*34intron 9). This strongly suggests that Portuguese and Italian
Gly57Arg mutation-carrying chromosomes share a common origin,
although extension of the haplotype with additional polymorphic
data could increase the degree of confidence in this hypothesis.
For the moment, it is noteworthy that a rare mutation, such as
Gly57Arg, has been passing through geographically distinet popula-
tions, whereas more common ones are still confined to specific
population groups.

To conclude, in this report we detail the molecular diagnosis of
six new L-2-HGA patients, three of them harboring novel disease-
associated mutations (p.GIn197Stop, ¢.54041 G= A and p.Gly211Val).
To date, the mutational spectrum of the L2ZHGDH gene has revealed
35 distinct mutations and, hopefully, upcoming population surveys
will complete this collection for a better understanding of this disease.
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INTRODUZIONE

La malattia di Gaucher (GD) e una delle piu commualattia d’accumulo lisosomiale.

La GD fu descritta per la prima volta dal medicantese Philippe Charles Ernest Gaucher (1854 —
1918). Quando era ancora uno studente, il medmacése descrisse nella sua tesi dottorale del
1882 il caso di una donna con marcata splenomegdabpiegabile sin dall'infanzia che,
successivamente presentd gravi emorragie, aners@mplicanze infettive che la condussero a
morte. Venne praticata I'autopsia, che mise in @val all'interno della milza insolite cellule di
grandi dimensioni, che furono interpretate coméutzkpiteliali maligne. Successivamente, furono
scoperti gli aspetti metabolici e la natura lipalidel materiale accumulato nelle grandi cellule
spleniche anomale.

La malattia fu nominata “Malattia di Gaucher” dalBrel 1905.

La GD e una malattia panetnica ereditaria trasmassanodalitd autosomica recessiva.

E una malattia multisistemica, caratterizzata dalumulo di glucocerebroside (GC), un normale
prodotto intermedio del catabolismo dei globosidgangliosidi, nei lisosomi delle cellule del
sistema reticolo endoteliale (SRE) nei diversi argaapparati (Desnick RJ 1982; Parkin JL et al
1982). Nel 1965 fu dimostrato da Brady e Patricttifiéttto enzimatico alla base di questo malattia,
che interessa IR — glucosidasi acida o Glucocerebrosidasi (Brady R@l €1965; Patrick AD et al
1965). Successivamente Ho e Brien nel 1971, dimasio che per I'attivita dellf — glucosidasi
acida era importante la presenza di un “attivatar&asso peso molecolare, attualmente noto come
“Saposina C” (Ho MW et al., 1971).

Nel corso degli ultimi 15 anni la GD é stata oggett notevole interesse, poiché é stata la prima
malattia da accumulo lisosomiale ad essere trattate successo mediante terapia enzimatica
sostitutiva.
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GENETICA E PATOGENESI

La malattia di Gaucher & una lipidosi multisisteand@usata dal deficit di un’ idrolasi lisosomiale,
la B — glucosidasi acida (o glucocerebrosidabig( 1), che é codificata da un gene, localizzato sul
cromosoma 1(q21-q31) e caratterizzato e sequen@atns El et al 1985).

(GM'I) ‘—.—’—.— Cer . Gle, glucose
A ’ Gal, galactose
| . GalNAc, N-acetylgalactosamine
ﬁ'galaCtOSidaSG A SA, sialic (neuraminic) acid
G, gangliosidosis l

Gy) H—6—@—Cer (G l—x—O—Cer (Gpe) @—O@—@—@— Cer
I | |

[-galactosidase )\B—hexosaminidase A /\a—galactosidase
l Tay Sachs l Sandhoff l
(Gy) l0—@—Cer (Gys) @—@— Cer (Gys) @—@—@— Cer
A
B-hexosaminidase A, E!Ix neuraminidase a-galactosidase
Sandhoff l Fabry

(lactosylceramide) 4p—@)— Cer -

B-galactosidase

|

(galactosylceramide) €p— Cer  (glucosylceramide) @— Cer sphingomyelin
p-galactosidase glucocerebrosidase sphingomyelinase
Krabbe Gaucher l Niemann-Pick Type A, B

(ceramide) Cer o

Fig. 1 Pathways di degradazione dei glicosfingolipidi:blocco enzimaticgorta al’accumulo
del substrato indicato e in grassetto e indicato rigpettivo errore congenito d’accumulo
(Da Sawkar AR; 2006, modificata).
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Il gene & lungo circa 7 kb e contiene 11 esoni. édiatamente piu a valle e localizzato uno
pseudogene che presenta un alto grado di omolagial @ene funzionante, permettendo cosi il
verificarsi di condizioni ideali per la generaziodemutazioni attraverso eventi di crossover e di
conversione genica. Queste mutazioni, che conduatlaoformazione di alleli complessi, sono
generalmente correlate a manifestazioni fenotipmhesevere.

La B — glucosidasi acida e composta da 497 aminoacidi meégente nei lisosomi di tutti i tessuti.
La B-glucosidasi acida € una proteina monomerica degéd membrana lisosomiale (Brady RO et
al 1965). Per la degradazione del glucosilceranfglacocerebroside), I§-glucosidasi acida
interagisce con le Saposine (Sap) A e C, che sandgtro, modulatori dell’attivita enzimatica in
presenza di fosfolipidi carichi negativamente. lagp & non sembra essere un fisiologico attivatore
della B-glucosidasi acida, mentre la Sap C interagiscettdimente con I'enzima inducendone un
cambio conformazionale che ne permette I'esposezitel sito attivo con successiva scissione del
glucosilceramide in glucosio e ceramide, il quakne poi degradato a sfingosina ed acidi grassi.
Entrambi questi attivatori derivano da un singoémes Nei tessuti dei pazienti affetti da GD sono
stati riscontrati livelli notevolmente elevati defbaposine A e C.

Il deficit della B-glucosidasi acida determina I'accumulo di substiiptdici non degradati, in
particolare glucosilceramide (glucocerebrosideljjnggrno dei lisosomi delle cellule di origine
monocito - macrofagica.

Questi macrofagi ricchi di lipidi rappresentancckratteristica patologica della GD. Le cellule di
Gaucher hanno un diametro di 20-108, e presentano un caratteristico aspetto a dao@icciata
che risulta dalla presenza di inclusioni di sulistmtracitoplasmatico. Il citoplasma della celldlia
Gaucher reagisce fortemente alla colorazione PA&.ckllule di Gaucher si distribuiscono
dovunque nell’organismo, ma principalmente nell&zajinei sinusoidi epatici, nel midollo osseo e
nel parenchima dei linfonodi dove rimpiazzano imali macrofagi. La presenza di cellule di
Gaucher nel midollo osseo e nei campioni di tessutitamente suggestiva di GD, per quanto
possano essere presenti anche nei pazienti coentéaigranulocitica, mieloma multiplo, morbo di
Hodgkin e talassemia (Alterini R et al 1996; Beutd Grabowski 2001) e nei pazienti con
sindrome di immunodeficienza acquisita (AIDS) (S@G et al 1986).

Attualmente e noto che le cellule di Gaucher possstimolare il rilascio di citochine pro-
inflammatorie, quali ad esempio le “interleuchiné-1, 1L—6, IL-10)", il fattore di necrosi
tumorale alfa (TNFa), e il fattore di stimolazione della colonia deaecnofagi (M-CSF). L’IL—6 si
ritiene essere collegata alla stimolazione delsadsimento osseo, a disturbi dell'osteogenesi e
all'insorgenza di osteopenia/osteoporosi, segnelsthici spesso osservati nei soggetti con GD.
Inoltre, e stato suggerito che I'lL-6 svolga un lmiomportante nella risposta in fase acuta
persistente e nellaumento del rischio delle an@malelle immunoglobuline e di tumori
ematologici nei pazienti con GD. L'IL-10 probabilme contribuisce alla malattia perché inibisce
I'attivita secretoria e la mineralizzazione degiteoblasti. E stato inoltre riportato in letteratehe
I'attivazione degli osteoclasti e associato alsgia di alcuni enzimi lisosomiali, ed in particade
catepsine. Tra le varie catepsine, la catepsinankima proteolitico, svolge un ruolo cruciale
durante il processo di degradazione della matriglecdllagene osseo. Nei pazienti con GD, la
catepsina K risulta iper-espressa nella milza, siy@ficativamente aumentata nel plasma (Moran
MT et al 2000). Pertanto la catepsina K potrebbseres considerato un valido “attore” nella
patogenesi della malattia ossea nella GD.

MANIFESTAZIONI CLINICHE

pY

La malattia, come definito sopra, € una lipidosiltreistemica caratterizzata dall’accumulo di

substrati lipidici non degradati, in particolaregilcosilceramide (glucocerebroside), nelle cellule
del sistema reticolo-endoteliale, in particolardejato, la milza e il midollo osseo. L'accumulo

progressivo di tali substrati determina problemagstogici e scheletrici, epato-splenomegalia e in
alcuni pazienti interessamento neurologitdB 1). Tra i pazienti affetti da GD e stata osservata
un’ampia variabilita nel’ambito delle manifestazialiniche e della loro severita (Sidransky E et
al 1993). In relazione a tale eterogeneita, soat istdividuati tre fenotipi principali della mata
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(TAB 2), distinti in base all'assenza (tipo 1) o allagmeza ed alla severita (tipi 2 e 3) del
coinvolgimento del Sistema Nervoso Centrale (SNC):

= tipo 1, non neuronopatico (GD 1)
= tipo 2, neuronopatico acuto (GD 2)
= tipo 3, neuronopatico cronico o di Noorbotten (GD 3

La forma piu comune della malattia@aucher ¢ il tipo 1, contando circa il 99% dei casi.

Le stime relative all'incidenza e alla prevaleneflalGD 1 sono ampiamente variabili. Si stima che
la frequenza di questa forma si aggiri intorno a4D@00 — 1: 60000 nella popolazione generale,
mentre & molto diffusa tra gli Ebrei Ashkenazitivd & presente un tasso di 1:400 — 1:600.

L’eta di insorgenza varia dall'infanzia precoceadthrda eta adulta, sebbene I'esordio in eta adulta
sia comune. La maggior parte dei pazienti sintorhatiesenta I'esordio prima dei 10 anni di eta
(Charrow J et al 2000). Caratteristica principa#adGD 1 e I'assenza di interessamento del SNC,
tuttavia in questo stesso tipo sono stati desaittiomi neurologici secondari all'interessamento
osseo (emboli grassi, compressione midollare) o oagwopatie (ematomelia, neuropatie,
plessopatie, ictus). Sono stati descritti in pazieon GD 1 casi di neuropatia periferica (primaea

in diversi pazienti si & assistito allo sviluppoutia sindrome parkinsoniana atipica. L’espressione
clinica € notevolmente variabile: si va, infattg @azienti completamente asintomatici a pazienti
con massiva epatosplenomegalia, compromissiona filglzionalita epatica, piastrinopenia e grave
interessamento osseo. Le manifestazioni cliniche fequenti della malattia di Gaucher non-
neuronopatica sono la splenomegalia con anemiarmsbticitopenia (principalmente secondaria
all'ipersplenismo), epatomegalia, malattia osseau(ler e et al 2001). Inizialmente i pazienti
possono presentare facilita al sanguinamento, dec@n alla trombocitopenia, affaticamento
cronico legato all’anemia, epatomegalia con o satizsazione degli indici di funzionalita epatica,
splenomegalia e osteoalgie. Alcuni pazienti poss@mesentare coinvolgimento polmonare
(insufficienza polmonare, ipertensione polmonaa¢)nomento dell’esordio clinico. Altri pazienti
possono essere scoperti durante una valutazionaltpeipatologie o durante esami di routine. Nei
pazienti sintomatici la splenomegalia € progressivgpuo divenire massiva. Clinicamente |l
coinvolgimento osseo manifesto, che e espressiefiénfiltrazione del midollo da parte delle
cellule di Gaucher, compare in quasi tutti i patiiaffetti (Charrow J et al 2000) ed € caratteriaza
da osteopenia, osteonecrosi (necrosi avascolasgsclerosi, episodi acuti di dolore straziante
(crisi ossee), dolore osseo cronico, fratture paiohe (in particolare a livello del femore,
dell'omero, delle coste e della pelvi) e defornsitheletriche (Stowens DW et al 1985; Mankin HJ
et al 1990; Pastores GM et al 1995; Beutler e 208all). In particolare & noto che l'interessamento
del sistema scheletrico non é uniforme, ma carstiamente procede attraverso diversi stadi. Il
primo stadio e rappresentato dall’'osteoporosi cHa eénanifestazione piu frequente nonché la
maggiore fonte di complicazioni nei pazienti copotil. Gli stadi successivi portano alla
progressiva distruzione dell’osso, delle articadazie delle cavita midollariTAB 3). Piu della
meta dei pazienti presenta un’evidenza radiolodia@involgimento scheletrico, inclusa la forma a
“flasca” di Erlenmeyer della parte distale dei femocausata da problemi di rimodellamento nei
primi anni dell'infanzia. L’osteonecrosi, che moltpesso colpisce la testa del femore, é
probabilmente la manifestazione scheletrica pitniSaativa e invalidante e potenzialmente
irreversibile per i pazienti affetti (specie pebambini) da GD non-neuronopatica (Katz K et al
1996; Ida H et al 1999; Wenstrup RJ et al 2002¢ ctisi ossee rappresentano un aspetto molto
importante della GD, e molte volte hanno un impat&wvero deleterio sulla qualita di vita dei
pazienti affetti. Le “crisi ossee” sono caratteatez da episodi di dolore osseo acuto ed invalidanti
accompagnati da febbre alta, sudorazione, e segaili ldi inflammazione. L’incidenza delle crisi
ossee tende a diminuire con I'eta, tuttavia noote il perché questo accada.

| bambini con GD non-neuronopatica possono preser@ache alterazioni del sistema endocrino
quali: ritardo di crescita e della maturazione $etniea e/o ritardo della puberta (Bembi B et al
2002; Kaplan P et al 1996; Kauli R et al 2000).
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Nel 2004 un gruppo di esperti internazionali sicsanniti per poter valutare lo stato dell’arte ldel
GD non-neuronopatica in eta pediatrica (Gregoryt Ale2004; Baldellou A et al 2004, Pastores
GM et al 2004), alle cui raccomandazioni si rimanda

La GD 2, rappresenta la forma infantile neuronopatica deiidattia. E molto meno frequente e
non presenta una stretta predilezione etnica. équinza stimata per tale forma e inferiore a 1:
100.000 nati. La maggior parte dei bambini affgéneralmente va incontro a morte entro i primi
due anni di vita, principalmente a causa di polmaia aspirazione e crisi di apnea. La GD 2 &
caratterizzata da un decorso neurodegenerativalaagd un esteso coinvolgimento viscerale.
Recentemente e stata identificata una variante rapo severa di tale forma associata ad
artrogriposi, ittiosi congenita, morte neuronaleoeseguente morte in eta neonatale (Fujimoto A et
al 1995).

La GD 3, fu descritta per la prima volta da Hillborg nel 589 da lui soprannominata
“Noorbotthian”, in quanto molto frequente nella ptazione Noorbotthiana della Svezia, ove
l'incidenza e di 1: 50.000. La GD 3 & una formargresentando una frequenza di 1 : 50.000 — 1 :
100.000 nati. Generalmente si manifesta nell'ini@mopn segni clinici di grado intermedio rispetto
a quelli del tipo 1 e 2 e conduce a morte tra Eosda e la quarta decade di vita. E presente un
coinvolgimento neurologico che, rispetto al tipos2,manifesta piu tardivamente e con minore
severita. La GD 3 e ulteriormente suddivisa in wettotipi (3a, 3b, 3c) sulla base
dell'interessamento neurologicOAB 2): GD 3a e caratterizzata da un progressivo coginanto
neurologico caratterizzato principalmente da mia@demenza (Patterson MC et al., 1993), nella
GD 3b e presente un marcato interessamento viscerakcheletrico, ma le manifestazioni
neurologiche sono limitate alla presenza della lig@rarizzontale sopranucleare dello sguardo
caratterizzata dal rallentamento dei movimenti adubsaccadici orizzontali coniugati, infine i
pazienti con GD 3c presentano paralisi orizzonsapranucleare isolata dello sguardo, opacita
corneale, calcificazioni delle valvole cardiachea ngeneralmente presentano una minore
compromissione viscerale.

Tuttavia, all'interno di ciascun tipo ed anche Telibito di uno stesso gruppo etnico e/o
demografico, sia il fenotipo che il genotipo possoisultare molto eterogenei.

Altre manifestazioni:

Anche se solo raramente, in alcuni pazienti affedi GD € stata descritta la presenza di
coinvolgimento cardiaco, soprattutto a carico del pericardio e del miomarduttavia sono state
descritte anche altre manifestazioni a carico dele quali I'ispessimento delle valvole del cuore
sinistro, calcificazioni dell’aorta, delle valvosortiche e mitrali, con conseguente stenosi aodica
mitrale (Abrahamov A et al 1995VUn’altra complicanza osservata nei pazienti con G il
coinvolgimento polmonare La patogenesi delle manifestazioni polmonari @atiaramente nota,
tuttavia come descritto per gli altri organi, litfazione delle cellule di Gaucher nel tessuto
interstiziale dei polmoni pud portare a morte deddlule e una reazione fibrotica circostante a
causa del rilascio di citochine pro-infammatorigal punto di vista clinico, il coinvolgimento
polmonare pud manifestarsi con dispnea (da sfotaghipnea e tosse (espressione di malattia
restrittiva dei polmoni secondario alla fibrosi panare), mentre la limitazione delle escursioni
diaframmatiche dovuta alla visceromegalia pud douire alla sintomatologia polmonare. Una
delle complicanze molto severe della malattia polate e I'ipertensione polmonare, specie nei
pazienti adulti, secondaria ad una varieta di casge polmonari (obliterazione dei capillari
alveolari da parte delle cellule di Gaucher o trditione del parenchima polmonare) che extra-
polmonari. | primi sintomi clinici di ipertensionpolmonare possono comprendere dispnea da
sforzo e sincope, e nei pazienti con malattia p@naata e di lunga durata sono dispnea a riposo,
cianosi e ippocratismo digitale. Alterazioni deflanzionalitd polmonare sono comuni, specie nel
tipo 1, e consistono in ostruzioni delle vie aezer diminuzione dei flussi espiratori, riduzione de
volumi polmonari ed anormalita della diffusione elo-capillare. Tali alterazioni non sono
correlate né con il genotipo né con l'eta del patee(Kerem E et al 1996). Per valutare
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I'interessamento polmonare e la sua evoluzione teglpo nell’ambito della GD le indagini
consigliate sono: 1) radiografia del torace in piosie antero-posteriore e latero-laterale utilelaer
rilevazione di infiltrati reticolari o reticolonodkri bilaterali o di segni che possono suggerire la
presenza di ipertensione polmonare; 2) TC ad sitduzione (HRCT), indagine molto sensibile per
il rilevamento di ispessimento interlobulare, adbulare, peribronchiale e le opacita a vetro
smerigliato; 3) test di funzionalita polmonare (PF4) lavaggio bronco-alveolare (BALNoltre

nei pazienti affetti da GD e stato riscontrato la pesenza di interessamento del sistema
gastrointestinale correlato principalmente alla importante organgati@ e caratterizzato da
sensazione di pienezza e di precoce sazietd. Satiosegnalati in letteratura anche episodi di
sanguinamento da varici esofagee e frequenti ejpdiodiarrea. Altri organi bersaglio della GD
sono i linfonodi, comunemente interessati, in patére quelli nel collo, nell'inguine, e a livelttel
cavo ascellare. Possono essere ugualmente interiessao, le placche di Peyer, le adenoidi e le
tonsille. Raramente, sono state descritte man#esta a carico dei reni quali la sclerosi
glomerulare secondaria e progressiva insufficigepale con proteinuridnfine in diversi pazienti
affetti da GD tipo 1 sono state riscontrate altenazdell’aggregazione piastrinica, una riduzione d
alcuni fattori della coagulazione (IX, XII, VII, X/111, 11), di alcuni inibitori naturali (la proteia C,

la proteina S e I'Antitrombina Ill) ed aumentatvdili di anticorpi anti-cardiolipina ed attivita
anticoagulante lupica. E stato inoltre riscontrehie i pazienti con GD 1 presentano un aumentato
rischio di sviluppare patologie tumorali, sia gidiematologico (linfoma, mieloma multiplo etc) che
di tipo solido (carcinoma epatocellulare) (de RAdstt al., 2006).

MARKER BIOCHIMICI

Nei pazienti con GD sono stati identificati alcumiarker biochimici della malattia e alcune
anomalie biochimiche con relazione al coinvolginoeasseo o viscerale. Tali marcatori si sono
dimostrati utili (seppure con dei limitiper il monitoraggio della progressione della maat
dell’'efficacia terapeutica. Questi marker compreralo

» chitotriosidasi

e [3- esosaminidasi

* l'enzima di conversione dell'angiotensina (ACE)

» fosfatasi acida tartrato-resistente (TRAP)

Tra questi marcatori, il piu utilizzato per il memiaggio della GD e la chitotriosidasi. La
chitotriosidasi (chitinasi) & secreta in eccessontiacrofagi attivati carichi di lipidi; nei pazient
affetti da GD i livelli plasmatici di chitotriosidasono significativamente elevati. Tuttavia, It

e la sensibilita come marker surrogato della malattresa difficile dal fatto che in una piccola
percentuale dei pazienti (variabile tra il 6 e%)Bnon presenta alcuna attivita della chitotriosida
perché nel gene della chitotriosidasi porta unalhello (Boot RG et al., 1998). Nei pazienti con
GD, i livelli assoluti di chitotriosidasi non somorrelati né con l'eta, né con la presenza/assdnza
splenectomia o gravita del fenotipo clinico, tutéaiwalori pit alti sono stati osservati in paien

eta pediatrica e nei soggetti con gravi alterazgmhieletriche (Barone et al. 2000). Inoltre i livel
plasmatici di chitotriosidasi non correlano coralari delle transaminasi sieriche, né con i livdlili
fosfatasi acida e ferritina nel siero. Infine, laitotriosidasi e stata valutata periodicamente nei
soggetti sottoposti a terapia enzimatica sosta@u(izRT): in tutti € stato osservato un graduale
decremento dei livelli di chitotriosidasi plasmatgin dal primo mese di terapia, con riduzione
percentuale media del 53% (range 47 — 70%) dopdnio anno di terapia (Barone R et al 2000;
Giraldo P et al 2001; Vellodi A et al 2005). Inttutpazienti esaminati, la graduale diminuzione
della chitotriosidasi coincideva con una rispostddssfacente alla terapia enzimatica sostitutiva,
includente il miglioramento delle condizioni gerigra dello sviluppo staturo-ponderale in eta
pediatrica, 'aumento graduale del’emoglobina 2 > 3 g/dl dopo 12 mesi) e delle piastrine (>
25.000 — 50.000/ml dopo 12 mesi) e la progressidazione della visceromegalia. Il grado di
riduzione della chitotriosidasi non € correlatoeddl del paziente né alla gravita del fenotipoictn
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Resta difficile da comprendere il ruolo della TRARel’ACE nel monitoraggio della GD, e il loro
impiego nella pratica clinica e limitato.

Altri marker biochimici possibilmente utili compréono la proteina associata alla membrana
lisosomiale (LAMP), il CD163 solubile e la chemathi CCL18/PARC; tuttavia la loro
applicabilita nella pratica clinica € al momentageto di studio.

Infine resta poco chiara, l'utilita della transclamina e della ferritina (entrambe aumentate nella
GD) come indicatore di cellule di accumulo.

DIAGNOSI

La GD dovrebbe essere considerata rdilgnosi differenzialelei pazienti con inspiegabile anemia
cronica, piastrinopenia, organomegalia, diatesireagica, osteoalgie o una combinazioni di tali
elementi, con o senza la presenza di segni digssamento del sistema nervoso centrale. Tuttavia,
accade piuttosto spesso che tra la prima insorgaeizeintomi e la diagnosi intercorra uno spazio
crescita o frattura accidentale oppure epistasginente a causa di disturbi emorragici non spgcifi
con splenomegalia, leucemia o Malattia di Legg-Edberthes.

| dati del Registro Gaucher per 'Europa occidentahnno mostrato che poco piu della meta dei
pazienti reclutati ha ricevuto la diagnosi corrgitana dei 16 anniT(AB 4) (Charrow J et al 2000).

Il riscontro di dati di laboratorio quali anemiaiagtrinopenia e, soprattutto, 'aumento della
fosfatasi acida non prostatica (ACP o TRAP, isam@azb) risulta essere suggestivo per la GBR

5). Inoltre, nella GD e possibile riscontrare unaigiuzione dei valori di colesterolo (per aumentato
catabolismo delle lipoproteine da parte dei magiofgtivati), un aumento della ferritina, un
aumento dell’'enzima di conversione dell’angioteasfACE), un aumento del glucosilceramide e
della chitotriosidasi.

L’esame del midollo osseo mostra, usualmente, dagmza delle cellule di Gaucher. Il metodo piu
efficiente ed affidabile per la conferma diagnastii GD si basa sulla determinazione dell’attivita
dellap-glucosidasi acidap¢glucocerebrosidasi), eseguibile lsucociti isolati da sangue periferico
(leucociti del sangue periferico, presentano undalgante attivita dell@-glucocerebrosidasiku
fibroblasti nonchéamniociti o villi coriali per la diagnosi prenatale. In generale, i pazigiféiti

da GD presentano un’attivita enzimatica che vadaltl0 e il 30 % dell’attivita normale (Brady et
al 1965; Beutler E et al 1990). In media, i leutioed i fibroblasti cutanei degli eterozigoti per |
GD mostrano livelli di attivita che si sovrappongoa quelli della popolazione normale (Beutler E
et al 1971). Non esiste una correlazione tra Vaétienzimatica misurata e la gravita della madatti
(Grabowski GA et al 1996). Si completa il percoiagnostico con l'analisi molecolare per
I'identificazione di mutazioni.

Al momento, oltre 300 mutazioni (missense, nonsegismzione di splicing, inserzioni, delezioni)
sono state identificate nel gene della glucoceetasi umana (Koprivica V et al. 2000).

Posta la diagnosi di GD e importante, per un ctarnadlutazione basale, raccogliere una dettagliata
storia medica del paziente, e nel caso dei pazpedliatrici, valutare correttamente lo sviluppo del
bambino, la funzione sociale e la performance stioka Inoltre un altro dato molto importante per
un accuratezza diagnostica € 'anamnesi familiataid, consanguineita, presenza di sintomi o
segni correlati alla GD nei genitori, fratelli draparent).

Particolare attenzione deve essere posta per ¢pabBadella malattia di Gaucher tipo 3, date le
implicazioni terapeutiche specifiche che questapmma: si dovrebbe sospettare la GD quando i
sintomi clinici di una malattia viscerale aggresssono appena all'inizio, oppure in presenza di un
guoziente intellettivo in diminuzione. Per la diaghe fondamentale la valutazione dei movimenti
oculari e I'esecuzione di indagini elettrofisiologe (Potenziali Evocati), che permettono di rilevar
alterazioni subcliniche del SNC, oltre agli esamlinici, alle misure audiologiche
neuropsicometriche e di diagnostica per immaginisRanza Magnetica Nucleare — RMN,
Tomografia computerizzata — TC e Tomografia ad sioie di singolo fotone - SPECT).
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CORRELAZIONE GENOTIPO - FENOTIPO

Grazie all'identificazione del gene dell&glucocerebrosidasi € stato possibile effettuara un
caratterizzazione molecolare dei pazienti con Gino &d oggi, piu di 300 mutazioni sono state
identificate a carico del gene delaglucocerebrosidasi (Koprivica VV et al., 2000)¢cludenti
mutazioni puntiformi, crossovers e ricombinaziang previsioni sul decorso clinico sulla base del
genotipo possono essere solo sommarie. La maggite plelle mutazioni descritte come causa
della GD sono mutazioni missense, che determinarfiorinazione di ung-glucosidasi acida con
ridotta funzione catalitica e/o stabilita.

Sebbene alcune correlazioni siano state trovatgetmatipo e fenotipo (Zimran A et al 1989; Sibille
A 1993), attualmente e noto che I'analisi delle aaidni ha un valore molto limitato per poter
esprimere un giudizio sulla prognosi della malattia

Infatti & stato osservato che i pazienti portati@iie stesse mutazioni genetiche, quali ad esliquel
che appartengono alla stessa famiglia o persimoniedji, possono mostrare ad un certo punto della
loro vita un’ampia varieta nelle manifestazionit@iamiliari) della malattia. Questo rafforza la
teoria secondo cui fattori diversi dal genotipomeoda es. fattori epigenetici e/o fattori ambiantal
contribuiscano all’espressione fenotipica.

Quattro mutazioni (N370S, L444P, 84GG e IVS-2)roop il 90-95% degli alleli mutanti degli
Ebrei Ashkenaziti (Barranger JA et al 1995) ed gniocaso rappresentano le mutazioni piu
frequenti anche in popolazioni non ebree.

In generale, i pazienti affetti da GD tipo 1 omattigper la mutazione N370S tendono ad avere un
esordio piu tardivo e un decorso piu lento rispeitpazienti con una copia di N370S e un altro
allele comune (Sibille A et al 1993; TheophilustBak1989)(TAB 6). Altre mutazioni (es. L444P

e 84GG) sono invece associate al rischio di mamitémni piu severe e interessamento neurologico
(GD tipo 2 e 3). A tal proposito, € noto che lagtamozigote per la L444P generalmente anticipa
la malattia neuronopatica cronica.

DIAGNOSI PRENATALE

by

La diagnosi prenatale & possibile attraverso |@rdehazione dellattivita enzimatica nei villi
coriali o negli amniociti coltivati (Barranger JA al 1995). E anche possibile attraverso la ricerca
nel feto di eventuali mutazioni gia identificatdladamiglia.

TERAPIA

Negli ultimi 15 anni grandi progressi sono stafietttiati per il trattamento della GD al fine di
migliorare la qualita di vita, la crescita e lolsppo dei pazienti affetti. Ancora oggi, un ruolo
fondamentale nella gestione di tali pazienti & gioadalla terapia di supporto, cui si € aggiunta,
ormai da oltre un decennio, la terapia enzimatosititiva (ERT). La GD é stata, infatti, la prima
malattia metabolica che ha beneficiato di un traéiato che mirasse alla correzione della via
metabolica alterata.

Tuttavia, diverse strategie terapeutiche innovatixeli il trapianto di midollo osseo o il trapiant
di cellule staminali ematopoietiche (HSCT) e laugmne del substrato (SRT) sono state introdotte
e sperimentate nei pazienti affetti, con risultatioraggianti. Alcune di tali tecniche, in partiace

il HSCT e la ERT tendono ad aumentare la dispdtabdell’enzima lisosomiale deficitario. Un
approccio alternativo € basato sulla deprivazioee sibstrato (SRT), attraverso I'impiego di
iminozuccheri che sono in grado di inibire la sandel substrato.

Per tutte queste strategie la GD e stata la maletsomiale piu ampiamente studiata.
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Terapia di supporto

Il trattamento e innanzitutto sintomatico, con fuwa®ni di sangue in caso di anemia, parziale o
totale di splenectomia in caso di severa compraarnissmeccanica del polmone o ipersplenismo,
analgesici (antinfiammatori non steroidei, acetafene) per le osteoalgie, e procedure
ortopediche di posizionamento di protesi articotai pazienti con severo coinvolgimento 0sseo.
Le severe crisi 0ssee possono essere prontamattétetiicon la somministrazione di glucocorticoidi
(prednisolone).

Trapianto di midollo osseo (HSCT)

Poiché le manifestazioni primarie della GD sonoulewall'interessamento delle cellule del SRE, il
trapianto di midollo osseo rappresenta una stratiegapeutica potenzialmente curativa.

HSCT ha lo scopo di rimpiazzare le cellule emateticiie del paziente ricevente con le cellule
wild-type del donatore, secernenti I'enzima norm&J& punto cruciale riguarda l'efficacia del
HSCT nel prevenire la progressione del coinvolgitnareurologico. A tal proposito, & stato notato
che le cellule della microglia derivate dal donateono presenti nel cervello del ricevente; tugtavi
rimane ancora in discussione se queste cellul® sraigrado di liberare una quota sufficiente di
enzima funzionale per le cellule del sistema neyvosntrale. Attualmente e consigliabile che il
HSCT venga effettuato precocemente, in particgdarea che si verifichi un grave coinvolgimento
neurologico.

L'HSCT e risultato efficace per il trattamento @elGD tipo 1, determinando la correzione del
difetto enzimatico e il miglioramento delle mantgegoni della malattia (Malatack et al. 2003).
L’efficacia del’lHSCT nella GD tipo 2 e 3 (forme m®nopatiche) e limitata.

Nella GD tipo 2, il HSCT migliora il coinvolgimenta carico del sistema nervoso periferico,
mentre la progressione del danno a carico delnsesteervoso centrale risulta immodificata.

Nella GD tipo 3, con il HSCT é stata osservata stadilizzazione delle manifestazioni a carico del
sistema nervoso centrale.

Terapia enzimatica sostitutiva (ERT)

La GD e stata la prima malattia d’accumulo ad esdesttata con ERT. La ERT e basata
sull'infusione endovenosa periodica dell’enzimaonisale ricombinante wild-type. L'enzima
successivamente viene internalizzata dalle cellelepaziente e indirizzata, attraverso la via del
mannosio-6-fosfato, verso i lisosomi dove eser@dtasua attivita catalitica. Tale approccio e
risultato efficace nei pazienti con GD non-neurata@ determinando un miglioramento dei
parametri ematologici e biochimici, della crescéadell’epatosplenomegalia. Inoltre evidenze
cliniche e radiologiche hanno mostrato che la ERIfi grado di migliorare le manifestazioni a
carico del sistema scheletrico e la qualita di vitei pazienti. Tuttavia poiché I'enzima
somministrato non e in grado di attraversare laidrar emato-encefalica, I'efficacia di questo
approccio nelle forme di GD neuronopatiche € mottotta (Andria G et al., 2003; 2006).

Nel 1991 negli USA, fu approvato dalla Food and drAdministration, l'utilizzo clinico
dell’Alglucerasi (Ceredas¥ Genzyme corporatiorBoston), per la terapia enzimatica sostitutiva
nella GD. Il principio attivo di questo farmaco degf3-glucocerebrosidasi estratta e purificata da
placenta umana e modificata nella componente dipzgidica in modo da essere indirizzata nelle
cellule del sistema reticolo-istiocitario.

E stato dimostrato che la terapia enzimatica smistit con p-glucocerebrosidasi placentare
purificata e sicura ed efficace. Successivamenstata anche prodotta una forma ricombinante
dell’enzima (Imiglucerasi), che ha confermato gkssi risultati clinici della forma placentare
(Grabowski et al 1995). La disponibilita di enzimeombinante rende possibile una produzione
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illimitata e l'eliminazione del rischio di trasfeei patogeni umani con la somministrazione di
enzima umano purificato.

Nel 1994 I'imiglucerasi (CerezyrieGenzyme Corporation, Cambridge, MA), & stato approvato
negli USA per la commercializzazione per il trateano della GD di tipo 1, e nel 1997 ha ricevuto
parere favorevole per la commercializzazione amgtiéJnione Europea. Attualmente nell’'Unione
Europea, Cerezyme € al momento indicato per I'usnecterapia enzimatica sostitutiva a lungo
termine nei pazienti con diagnosi confermata di &b solo non neuronopatica (Tipo 1) ma anche
neuronopatica cronica (Tipo 3), che mostrano dait@uli vista clinico manifestazioni non
neurologiche significative. La ERT con imigluceréSerezyme) rappresenta il gold standard per il
trattamento della GD.

Attualmente & noto che il medico referente peradeve personalizzare il trattamento con ERT in
base alle esigenze, al decorso della malattia ee redposte terapeutiche specifiche dei singoli
pazienti(TAB 7). Tutti i bambini con segni fisici o manifestaziorelid GD devono essere trattati
con ERT. In linea generale, dopo 6 mesi di tratt@meon dosaggio appropriato, tutti i pazienti
rispondono alla terapia enzimatica sostitutiva carglioramento dei parametri ematologici,
biochimici e viscerali (Barton et al 1991; Grabowsk al 1995; Zimran et al 1994); tuttavia in
assenza di miglioramento occorre valutare I'opputéudi aumentare la dose. In particolare, se le
crisi ossee diventano persistenti e invalidanbrsgliabile aumentare la dose del 50%.

In generale, e stato osservato che una risposiaguata non deriva da un dosaggio sbagliato, bensi
da caratteristiche soggettive non superabili daumento della dose.

Obiettivi della terapia con ERT

Sulla base dell'analisi di tutti i dati disponib&iono stati proposti una serie di obiettivi terapeu
come guida per i clinici che hanno in cura i pai€inclusi i pazienti pediatrici) con Gaucher tip
1. Nel 2003 un gruppo internazionale di espertiss@D tipo 1 con ampia esperienza clinica nel
trattamento dei pazienti con questa patologia, @ascuno dei sistemi coinvolti dalla malattia, in
particolare per quanto riguarda I'anemia, la trom&itopenia, I'epatomegalia, la splenomegalia, la
malattia ossea, la crescita, le condizioni polmarala qualita di vita hanno stabilito obiettivi
specifici, insieme ai tempi previsti per il ragggimento di tali obiettiviTAB 8) (Pastores GM et

al 2004,Baldellou A et al 2004; Weinreb NJ et al 2004).

Tutti i bambini che vengono sottoposti a terapiaimatica sostituiva devono essere attentamente e
regolarmente monitorati, per valutare anche la dppda di modificare la dose, nel caso in cui non
siano stati raggiunti gli obiettivi terapeutici pificati entro il periodo di tempo stabilito. In
generale il miglioramento dell’organomegalia, dargmetri ematologici e biochimici si verifica
entro i primi 6 mesi di trattamento.

E bene sempre ricordare che le risposte alla tnagi singoli pazienti sono altamente variabili,
anche nei pazienti con fenotipi identici; pertaatmolto importante che I'approccio terapeutico sia
personalizzato.

Sintomi ematologici

Gli obiettivi terapeutici con Cerezyme sono queliiaumentare I'emoglobina almeno a livelli
normali bassi, eliminare la necessita di trasfusgondurre i sintomi associati al’anemia (dispnea
angina, etc). In generale i parametri ematologdcicsi piu sensibili e precoci indicatori di rispast
alla ERT (Pastores GM et al 1993; Pastores GM 2064}).

Per quanto riguarda la piastrinopenia, il raggiorenito del goal terapeutico (aumento della conta
piastrinica per prevenire complicanze emorragichgende dalle condizioni basali della milza,
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dalla severita della splenomegalia e dai livellilaleconta piastrinica prima dell'inizio del
trattamento con ERT.

Nei pazienti splenectomizzati, la conta piastrirdcarebbe normalizzarsi nel corso del primo anno
di trattamento. Mentre nei pazienti con milza itsta con moderata piastrinopenia (> 6000tha

< 120.00QuL), la conta delle piastrine dovrebbe aumentar&.8a 2 volte durante il primo anno di
trattamento fino ad arrivare a valori normali-basspo 2 anni di trattamento.

Se la conta piastrinica, prima dell'inizio della ER severa (< 60.0Q), sono da attendersi negli
anni continui aumenti dei valori, ma la normalizpae di tale parametro risulta difficile (Pastores
GM et al 2004).

Sintomi viscerali

Gli obiettivi terapeutici comprendono una riduziom®l volume epatico e splenico e |l
miglioramento della sintomatologia dolorosa secoada gonfiore addominale e infarto viscerale.
Generalmente, il volume del fegato e della milzenedifica molto precocemente e tale parametro
rappresenta un indicatore molto sensibile e acoutatisposta alla terapia enzimatica sostitutiva.
Nei pazienti con splenomegalia, o scopo della ERJuello di cercare di ridurre le complicanze
secondarie allaumento del volume splenico (doladelominale, sazieta precoce), migliorare il
dolore addominale secondario ad episodi di infagtenico e infine eliminare la condizione di
ipersplenismo (Pastores GM et al 2004). Nei pazieonh severa epato-splenomegalia, la
normalizzazione del volume epatico e splenico tasnriolto difficile.

Nei bambini che ricevono la terapia enzimatica iggsta, la metodica piu affidabile per la
valutazione del volume del fegato e della milza ®isonanza Magnetica Nucleare (MRI) (Hill Sc
et al 1992). Come indicato da Baldellou et al. 2Gi# il follow-up dei pazienti sottoposti a terapi
enzimatica sostitutiva, si raccomanda di effettulmeMRI addome ogni 12 mesi fino al
raggiungimento del goal terapeutico, e successiutamegni 24 mesiTAB 9). Tuttavia, qualora
non fosse possibile effettuare la MRI addome, pendnitoraggio della volumetria degli organi
ipocondriaci e possibile effettuare un esame wtragrafico tridimensionale ogni 6 mesi. Un’altra
metodica che potrebbe essere utilizzata per laaztne delle dimensioni del fegato e della milza
e la tomografia computerizzata (TC) delladdomettavia, € da segnalare che I'effettuazione di
guesta tecnica espone i pazienti ad una grandetiguan radiazioni e pertanto non puo essere
effettuata ripetutamente nei bambini.

Sintomi scheletrici

Il coinvolgimento scheletrico € presente in quasi i pazienti affetti (Charrow J et al 2000). Un
attento monitoraggio clinico del sistema scheletgcfondamentale per i pazienti affetti da GD.
L’obiettivo principale della terapia con ERT e duoetli prevenire la comparsa di complicanze
scheletriche (osteonecrosi, fratture e lesiorgHi), cercare di migliorare e/o prevenire la cors@ar
di dolore osseo (sia acuto che cronico), preveleirerisi ossee e migliorare la densita minerale
ossea (BMD) almeno entro 1 o 2 anni di trattamesrigimatico sostitutivo. Il coinvolgimento
scheletrico nella GD e generalmente progressivdap la ERT dovrebbe essere iniziata appena
possibile per prevenire la evoluzione del dannoelsthco o la comparsa di complicanze
scheletriche irreversibili (Charrow J et al 200Pgr una corretta valutazione del compartimento
0sSseo, ancora una volta la Risonanza Magneticaelel(MRI) risulta essere la metodica piu
affidabile e piu indicata, poiché dotata di altasskilita (Vom Dahl S et al 2006). La MR, infaté,

in grado di fornire una valutazione qualitativaliigiltrazione del midollo osseo ed € in grado di
rilevare infarto, fratture e necrosi avascolaretencomplicanze della GD. Idealmente, la MRI
dovrebbe essere effettuata prima dell'inizio d&lRT, e successivamente, dopo aver raggiunto
I'obiettivo terapeutico, ogni 12 o 24 me3iAB 9). La MRI inoltre dovrebbe essere praticata prima
che venga effettuata una riduzione del dosaggia delapia enzimatica e dopo ogni cambiamento
della dose. Inoltre, la MRI trova indicazione paite quelle circostanze in cui si ha la compaisa d
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sintomatologia d’allarme, quale dolore osseo. Nainbini piu piccoli (< 7 anni), per evitare
artefatti da movimento, per I'esecuzione della Mitrebbe essere necessario sedare o addirittura
anestetizzare il bambino. La radiografia standalbdscheletro potrebbe essere utilizzata per il
monitoraggio di complicanze ortopediche (es. fraftw per il rilevamento di lesioni focali quali la
necrosi avascolare o per individuare la deformifeagca di Erlenmeyer. | vantaggi di tale tecnica
sono sicuramente quelli di essere poco costosgp&éaamante disponibile. Tuttavia tale metodica da
sola non puo essere utilizzata per il monitoragdéla risposta dello scheletro alla terapia
enzimatica, in quanto non € in grado di rilevardtendelle manifestazioni scheletriche associate
alla GD, ma dovrebbe essere indicata solo in aggialta MRI. Si stima infatti che la sensibilita
della radiografia standard nel definire la presedizaoinvolgimento scheletrico si aggiri solo
intorno al 30-40% (Maas M et al 2002). Infine, fevalutazione della densita minerale ossea della
testa del femore e della colonna vertebrale, elgpddentificazione di pazienti ad alto rischio di
fratture patologiche, la DEXA (dual-energy X-raysalptiometry — assorbiometria radiografica ad
energia combinata) rappresenta la metodica piucatali Per un’adeguata sorveglianza della
progressione della patologia scheletrica, la DEX0&rdbbe essere effettuata ogni 12 mesi fino al
raggiungimento del goal terapeutico, e successinganagni 24 mesiTAB 9) (Pastores GM et al
1996).

Accrescimento staturo - ponderale

Ottimizzare la crescita e normalizzare I'esordiladpuberta rientrano tra i goals terapeutici della
terapia enzimatica sostitutiva con Cerezyme. Infatime riportato da Kaplan et al., i bambini
affetti dalla GD, che iniziano la terapia enzimatsostitutiva nel corso della seconda decade alj vit
generalmente presentano un ritardo dell'inizioalpliberta, mentre in quelli che iniziano durante la
prima decade l'inizio della puberta risulta esseyemale.

Coinvolgimento polmonare

Un altro organo bersaglio dei macrofagi patologedia GD ¢ il polmone.

Solo 1-2% dei pazienti con GD 1 presenta un insam@&nto polmonare sotto forma di malattia
polmonare interstiziale o malattia vascolare polaren(severa ipertensione polmonare e/o
sindrome epato-polmonare). Dati disponibili in éesitura, hanno permesso di evidenziare che
l'ipertensione polmonare € generalmente responasilea ERT mentre la malattia polmonare
interstiziale risulta meno sensibile alla ERT.

L’obiettivo primario della ERT nei pazienti che pemtano un interessamento polmonare € cercare
di migliorare la capacita funzionale e la qualitavita di questi pazienti, evitare un progressivo
peggioramento delle condizioni cliniche e prevetarenorte improvvisa; inoltre nei pazienti in cui
e presente uno stato di ipertensione polmonatfeRl&a dovrebbe essere in grado migliorare lo stato
funzionale ed emodinamico del paziente.

Efficacia della ERT

Dal momento in cui la ERT e stata approvata nell1l88no stati raccolti dati sull'efficacia del
trattamento, prendendo in considerazione [I'obiettidi curare soprattutto le complicanze
scheletriche, le forme neurologiche e le manifestaziscerali ed ematologiche. Molteplici fattori
possono condizionare la risposta alla ERT, qualesempio I'eta di esordio, il tipo e il grado di
compromissione degli organi coinvolti e infine leegenza o meno di complicanze irreversibili.
Dosi iniziali di 30 — 60 U/Kg ogni 2 settimane de@zyme si sono dimostrate essere sicure ed
efficaci nel migliorare rapidamente I'epatosplermgalia, 'anemia, la trombocitopenia e la qualita
di vita dei pazienti affetti (Barton NW et al 199%Hallet S et al 1992; Pastores GM et al 1993;
Verderese CL et al 1993). In alcuni pazienti, wittail raggiungimento dei goals terapeutici
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possibile solo attraverso un aumento delle dodiEd€T (come nel caso della fibrosi epatica,
splenica o polmonare etc). Dosi > 60U/Kg sono giéitezate solo molto raramente. | dati riportati
in letteratura dimostrano che mentre i parametratefogici e viscerali migliorano entro alcuni
mesi, I'apparato scheletrico e il polmone risporwlalia ERT piu lentamente. Inoltre, i dati raccolti
hanno dimostrato che, in alcuni pazienti, la ERD pleterminare miglioramenti sorprendenti dei
sintomi e dei relativi segni radiologici. Negli giypubblicati le risposte terapeutiche piu coerenti
alla ERT per la patologia scheletrica sono statediazione del dolore osseo, del numero e della
gravita delle crisi ossee, la rimineralizzazionseas e I'accelerazione della crescita. Alcuni dati
suggeriscono che la ERT possa svolgere un ruoldieamella prevenzione delle fratture e
dell'osteonecrosi. Inoltre, con I'impiego di teche& di diagnostica per immagini piu sensibili, &
stato possibile rilevare una risposta scheletraddisfacente entro il primo anno di ERT. | dati
accumulati indicano anche 'eventuale necessiténdrattamento precoce per ottenere una risposta
ottimale e prevenire danni irreversibili. Per o#ten ulteriori benefici clinici nella malattia
scheletrica, una volta avviata la terapia enziraatimstitutiva, € necessario continuare il trattamen
per tutta la vita. Qualsiasi tipo di cambiamentdaddose o dello schema terapeutico della ERT in
un paziente stabile deve essere attentamente tweakdaffettuato con estrema cautela per evitare la
comparsa di complicanze irreversibili e/o la pexdiei goals terapeutici.

Per le forme neurologiche la terapia mostra un lkrte profilo di sicurezza, migliora le
implicazioni sistemiche associate alle forme neagwhe e, soprattuttoriscontri preliminari
depongono per una stabilizzazione o un rallentaondetle implicazioni neurologiche in alcuni
pazienti. La maggior parte dei pazienti con GD t}h@uindi, dal punto di vista neurologico resta
stabile o migliora lievemente, per cui e probalgilee un inizio del trattamento sin dalle prime
settimane di vita possa ritardare o addiritturavenére le complicanze neurologiche della malattia,
migliorando la qualita della loro vita e forse jpregandola.

Reazioni avverse alla ERT

Le reazioni avverse non sono comuni nei pazieattati con ERT. Si stima che circa il 15% dei
pazienti trattati con Imiglucerasi hanno manifestaazioni avverse sia IgE mediate e sia non-IgE
mediate (Pastores GM et al 1993; Grabowski GA €t98I5). Le reazioni di ipersensibilita acuta
(IgE mediate) sono estremamente rare. Circa il 38sgnta sintomi mediati dall'istamina, quali
prurito, rash e occasionalmente laringospasmo.

Costi della ERT

Il costo della ERT rappresenta un vero problemanpate nazioni. Il trattamento € molto costoso e
per tale motivo & opportuno gestire al meglio lirtio del farmaco, per cui numerosi studi sono
stati condotti per stabilire le dosi ottimali eflaquenza delle somministrazioni.

Inibitori enzimatici o “Deprivazione di substrato”

La ERT, come descritto in precedenza risulta sioerge una strategia terapeutica sicura ed
efficace, tuttavia presenta delle limitazioni, innps I'impossibilita da parte dell'imiglucerasi
(glicoproteina dir 60-kDa) di attraversare la barriera ematoencefdBBEE); la ERT inoltre non e

in grado di risolvere tutti i problemi che compol#aGD; per tale motivo la ricerca si e orientata
verso nuove alternative terapeutiche. Tra i nugyracci terapeutici introdotti per il trattamento
della GD vi € la “riduzione di substrato (SRT)”. €3tia nuova modalita di trattamento, sperimentata
per la prima volta da Radin nel 1987 (InoKuchi &watlin 1987), sta suscitando molto entusiasmo,
in quanto oltre che per la GD potrebbe essere pglealtri disordini di accumulo lisosomiale.
L’obiettivo di questa strategia terapeutica e quéll ridurre la sintesi di glicosfingolipidi ad una
velocita tale da consentire all’attivitda enzimatreaidua di catabolizzare il substrato lisosomiéle.
tale scopo, recentemente per il trattamento della é5stato testato un iminozucchero, la N-
butildeossinojirimycin (NB-DNJ o miglustat o OGT &1Zavesc&, Actelion Pharmaceuticals
US, San Francisco, CA somministrabile per via orale, che inibisce immera reversibile, la
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sintesi di glucosil-ceramide, attraverso l'inibiae della glucosiltransferasi, enzima responsabile
della prima tappa della sintesi dei glicosfingdaip{Cox et al. 2000, 2003). La glucosiltransferasi,
infatti, catalizza il legame del glucosio al lipid€ale approccio & stato studiato in diversi trial
clinici che hanno permesso di evidenziare un mighwento delle dimensioni del fegato e della
milza e dei parametri ematologici, sebbene siamati slescritti diversi effetti collaterali, quali
perdita di peso, sintomi gastrointestinali, diayré@mori, disturbi della funzione cognitiva e
neuropatia periferica (Cox et al. 2000, 2003). theolun elemento di particolare rilevanza da
sottolineare € la capacita del miglustat, in vit&lle sue peculiari caratteristiche chimico-fisictie
diffondere a livello tissutale; cido rende questawval molecola un’arma molto interessante per il
trattamento dei distretti poco raggiungibili da mmwolecole, come I'apparato scheletrico e |l
cervello. Correntemente la terapia di riduzionesigdstrato e indicata nei pazienti adulti con GD di
grado lieve o moderato che non possono o cheaifaudi continuare la ERT (Platt et al. 2001).
Sulla base delle raccomandazioni della EWGGD (Bxpembers of the European Working Group
on Gaucher disease), la N-butildeossinojirimyctogtroindicata nei bambini, negli adolescenti, in
gravidanza e durante I'allattamento.

L’'uso combinato della ERT con la terapia di ridunrgodel substrato potrebbe rappresentare un
valido approccio terapeutico, tuttavia tale opzioeeessita di ulteriori studi (Cox et al. 2000, 200
Fig. 2 -Algoritmo diagnostic .

Protocolli validi e standardizzati per la ERT edeprivazione di substrato sono stati pubblicati
(TAB 7)

Chaperons

La terapia enzimatica sostitutiva (ERT) e la teaapiriduzione di substrato (STR) rappresentano le
principali opzioni terapeutiche attualmente dispdnper il management della GD. Entrambi gli
approcci terapeutici si sono rivelati efficaci melgliorare i sintomi ematologici e viscerali nei
pazienti con forme moderate e non neuronopatichia GD; tuttavia la loro efficacia presenta
alcune limitazioni: nel caso della ERT, I'enzimarsuinistrato non € in grado di attraversare la
BEE, mentre per quanto riguarda la STR, molte vigiteerapia non puo essere continuata per la
comparsa di gravi effetti collaterali. Da qui, igsnza di cercare altre strategie terapeutiche.

Un altro approccio molto promettente per il trattento delle manifestazioni cliniche associate alla
GD e l'uso di piccoli composti, note con il nome chaperons. Gli chaperons, sono piccole
molecole che si legano al sito attivo dell’enzimbicgcerebrosidasi, determinandone una
stabilizzazione della struttura tridimensionale neficolo endoplasmatico, prevenendone in tal
modo la degradazione da parte del proteasoma eefadone il giusto trafficking all'interno dei
lisosomi, dove puo svolgere la sua attivita. Divesmposti a basso peso molecolare (quali il
glicerolo, il galattosio, il dimetilulfossido, ejcsono attualmente in fase di sperimentazione come
potenziali chaperons per il trattamento di divepologie d’accumulo. Per la GD diversi
iminozuccheri (per es. isofagomine) sono attualment fase di studio come nuovi potenziali
approcci terapeutici (Steet R et al. 2007).

Terapia genica

Le prospettive per il futuro considerano la podsiidella terapia genica, oltre linfusione
enzimatica. Le moderne tecniche di biologia molaeelhanno permesso, negli ultimi anni, di
conoscere i difetti genetici alla base di molteofugie ereditariee consentono oggi di prendere in
considerazione anche la possibilita di curare Idatii@a genetiche direttamente mediante la
correzione della sequenza alterata del DNA nel geendel paziente. Le tecniche di terapia genica
consistono, infatti, nell’introduzione di una copiarmale del gene non funzionante all'interno delle
cellule del paziente mediante I'utilizzo di parteo vettori che non sono in grado di riprodursg m
veicolano con alta efficienza il DNA esogeno. Gibrgi principali in questo senso sono stati
indirizzati verso alcune malattie genetiche chenanifestano a carico del sistema ematopoietico
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ma, il miglioramento delle tecniche di trasferin@et!'utilizzo di vettori virali specifici per divsi
tessuti consentira molto rapidamente di svilupgaomiche di terapia genica per tutti gli organi,
incluso il sistema nervoso centrale.

FOLLOW-UP E MONITORAGGIO

Protocolli per il follow-up dei pazienti con GD sodisponibili in letteratura (Charrow et al. 2004;
Vellodi et al. 2001; Baldellou et al. 2004; Grabéwest al. 2004; Pastores GM et al 2004) e riportati
nellaTAB 9 e 1Q La valutazione basale e il follow-up dei pazieaftetti da GD dovrebbe essere
basato su un approccio multidisciplinare dei défér organi e apparati, e sulla attenta valutazione
delle indagini di laboratorio (emoglobina, piaséiironta completa dei globuli bianchi, fattori dell
coagulazione, D-dimero, complesso trombina-antibioia, sideremia, ferritina, proteine della fase
acuta, dosaggio della chitotriosidasi)AB 5). Inoltre, nel corso del follow-up & importante
effettuare una valutazione attenta del sistema aservcentrale (esame fisico, 1Q, indagini
elettrofisiologiche e neuroradiologiche), dell'oazliesame del fondo oculare, esame con lampada
a fessura), dell’'apparato respiratorio (test delfezionalita polmonare, presenza di apnee durdnte i
sonno, ossimetria, radiografia del torace), delreywalutazione clinica, ECG, Ecocardio), degli
organi addominali (esame obiettivo, ecografia, ®RI), dell’'osso (radiografia, densita minerale
ossea, MRI del midollo osseo), della crescita éodsthto nutrizionale. E fondamentale inoltre per
la valutazione basale e per il follow-up dei patiieaccogliere un’anamnesi molto dettagliata che
valuti la presenza o meno delle seguenti condizianmento della stanchezza, dolore osseo,
epistassi/ecchimosi, dolore o distensione addomindépressione, perdita di peso nell'ultimo
periodo, distress respiratorio, riduzione dei maamtnarticolari.

Anche i bambini affetti da GD non-neuronopaticaa che sono asintomatici (bambini nei quali la
diagnosi ¢ stata effettuata mediante screeningla lsase della positivitd del’anamnesi familiare)
e/o anche i pazienti che presentano minimi segsintbomi della GD e che non hanno iniziato la
terapia enzimatica sostitutiva, devono essere m@titregolarmente. ldealmente questi bambini
devono effettuare una valutazione clinica accuratgarticolare dei parametri auxologici, ogni 6
mesi, e annualmente controllare i parametri emgicil@ biochimici. Inoltre ogni 24 mesi devono
praticare la MRI dello scheletro e la DEXA. Tuti@a comparsa di segni o sintomi clinici deve
precocemente indirizzare questi pazienti alla taragnzimatica sostitutiva al fine di limitare
fortemente le complicanze connesse alla malattia.

Infine, come indicato da Hollak e collaboratori @29, se, dopo 6 mesi di ERT, la riduzione
dell'attivita della chitotriosidasi risulta essdrderiore al 15%, in combinazione con una risposta
insufficiente di almeno uno dei parametri clinialwtati, occorre valutare la necessita di aumentare
il dosaggio della ERT. Infine, in tutti i paziemine ricevono la ERT, un aumento improvviso dei
livelli della chitotriosidasi deve sempre far sasgee un peggioramento clinico e in tal caso oaorr
sempre valutare I'opportunita di un incrementodtedaggio.

REGISTRO GAUCHER

Uno strumento molto utile per conoscere la stomdurale, per ulteriori investigazioni sulla
correlazione genotipo-fenotipo e per il follow-upi gazienti affetti da GD e il registro ICGG
(International Collaborative Gaucher Group), chd éegistro di osservazione cooperativo piu
grande sulla GD. Nato nel 1991 come database laffigdle per la raccolta degli esiti clinici di
routine dei pazienti affetti da GD, il registro 1GGfornisce una fonte preziosa di dati clinici,
utilissimo al fine di estrarre linee guida per terpia efficace basata sulle evidenze.

245



CONSIDERAZIONI FINALI

La GD spesso si manifesta in eta pediatrica.

Una diagnosi precoce e indispensabile per prevémicemplicanze irreversibili, delibitanti
e potenzialmente fatali.

Il sospetto diagnostico di GD puo basarsi su utemntd e accurata anamnesi, una scrupolosa
visita medica generale, risultati di analisi spebé e procedure di diagnostica per
immagini.

Ogni paziente e un caso unico e a sé stante peartaquauarda eta di insorgenza,
sintomatologia clinica e velocita di progressioedialmalattia.

Tutti i bambini affetti da GD che sono sintomaticivrebbero essere trattati con ERT al fine
di prevenire lo sviluppo di complicanze e favorire tal modo un adeguato sviluppo
attraverso l'infanzia e I'adolescenza.

E ora riconosciuto che le complicanze ossee eldive conseguenze spesso irreversibili,
sono di solito I'aspetto piu debilitante in assoldella GD.

Ulteriori studi sono necessari per meglio defilagpatogenesi della patologia ossea nella
GD.

L’attento monitoraggio della malattia ossea e dalei importanza per i bambini affetti da
GD, in quanto le sequele risultanti dal coinvolgmteosseo determinano un alto grado di
morbidita.

Il follow-up attento della GD deve necessariameniecludere un approccio
multidisciplinare, che valuti lo stato psicosocjdignzionale e la qualita di vita dei pazienti
affetti. Infatti molti pazienti possono presentazensiderevoli problemi psicosociali e
disturbi del comportamento. Nei bambini piu grafidrganomegalia, il ritardo di crescita e
puberta possono avere effetti determinanti sull’'agime corporea, e cid potrebbe causare lo
sviluppo di pensieri e sentimenti non adeguatighadima di se stessi, sentimenti di rabbia,
paura, insicurezza e di isolamento) o di problechati molto importanti (problemi
psicosessuali). Inoltre il dolore cronico, la sgimegalia, il coinvolgimento osseo possono
avere un impatto altamente negativo sulla qualitdid dei pazienti condizionandone
l'inserimento nella societa.

Sulla base dei dati raccolti in letteratura (BoiksA 1986; Kyllerman M et al 1990),
attualmente e noto che nelle forme di Gaucher meyatiche, la splenectomia totale o
parziale € una procedura da non effettuare, intquassociata ad un peggioramento della
malattia, ad una progressione del coinvolgimentoaiegico e osseo, ad aumentato rischio
di infezioni, e probabilmente a ridotta risposta &8RT (Czartoryska et al 2000).

La terapia enzimatica sostitutiva (ERT) e la temaph riduzione di substrato (STR)
rappresentano le principali opzioni terapeutichiaahtente disponibili per il management
della GD. Entrambi gli approcci terapeutici si sanelati efficaci nel migliorare i sintomi
ematologici e viscerali nei pazienti con forme nradle e non neuronopatiche della GD;
tuttavia la loro efficacia presenta alcune limitadi nel caso della ERT, l'enzima
somministrato non e in grado di attraversare la BEBEEntre per quanto riguarda la STR,
molte volte la terapia non puo essere continuatdapeomparsa di gravi effetti collaterali.
Da qui, I'esigenza di ricercare altre potenziatatdgie terapeutiche per il trattamento di
alcune forme della GD (vedi chaperons).
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Tabella 1. Organi e apparati coinvolti nella GD e spettro dei sintomi (PARTE I)

SCHELETRICO

infiltrazione del midollo osseo

osteopenia

difetti di rimodellamento osseo(deformita a bottiglia di Erlenmeyer)

osteonecrosi

osteolisi, osteosclerosi

dolore cronico alle ossa o crisi ossee acyt®n febbre alta, brividi, leucocitosi, aumento telelocita di
sedimentazione eritrocitaria)

frattura ossea(spontanea)

ritardo della crescita scheletrica

splenomegalia

VISCERALI » epatomegalia(pud progredire in cirrosi, ipertensione portaleseite, varici esofagee)
ADDOMINALI » colelitiasi
» dolore addominale, sazieta precoce, sensazione iBmezza, diarrea
* anemia: pallore, spossatezza, dispnea da sforzo, palpitazieecessita di regolari trasfusioni
SISTEMA « trombocitopenia, anomalie della funzione piastrinia: emorragia spontanea o problemi emostatici a segui

EMATOLOGICO

di trauma o intervento chirurgico, emorragia posggum, massiva perdita di sangue con le mestruazion

leucopeniamaggior rischio di infezioni

to
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Tabella 1. Organi e apparati coinvolti nella GD e  spettro dei sintomi (PARTE II)

malattia interstiziale / restrittiva dei polmoni con anomalie dei test di funzionalita polmonare

dispnea da sforzo, tachipnea, tosse, infezioni rasgtorie ricorrenti

POLMONI » ipertensione polmonare con dispnea da sforzo o gso, sincope, cianosi, ippocratismo digitale
e sindrome epatopolmonare
» per definzione, nessun sintomo a carico del SNC telGD 1
» spsticita, persistente retroflessione del capo, stbismo, aprassia oculomotoria, trisma, disfagia, gtlore
laringeo e riflessi tendinei profondi iperelicitabii nella GD 2
SNC * isolata paralisi orizzontale sopranucleare dello sgardo, attacchi tonico-clonici e mioclonici generatzati
resistenti al trattamento, demenza, spasticita pragssiva e atassia, con progressiva degenerazione
neurologica che porta al decesso il paziente tre2D e i 30 anni nella GD 3a
» paralisi orizzontale sopranucleare dello sguardo earamente crisi convulsive nella GD 3b
PELLE . altergzion.e del cololrito giallo/brunastra
* ecchimosi, petecchie
CUORE » sintomi derivanti da cardiomiopatia restrittiva e difetti valvolari
OCCHI e opacita, pinguecule

errore di inzio dei movimenti saccadici (aprassia@lomotoria) nel tipo 3

SISTEMA LINFATICO

linfonodi ingrossati

interessamento del timo, placche di Peyer, adenojdonsille

SISTEMA ENDOCRINO

difficolta a prendere peso
ritardo della puberta

NEOPLASIE MALIGNE

aumento del rischio di malattia neoplastica
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TABELLA 2 — Malattia di Gaucher - tipi clinici
Da Beutler E, Grabowski GA (2001). Gaucher dise&seScriver CR; Beaudet AL; Sly WS; Valle D: Thetébolic and Molecular Bases of Inherited Disease
- 8"edition, vol 11l. McGraw Hill, New York - 3635- 386modificata.

Caratteristiche Cliniche Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3a Tipo 3b Tipo 3c
Insorgenza Adolescente / Adulto Infanzia Adolescente Adolescente Adolescente
Epato-splenomegalia + [ +++ + +++ +++ +
Ipersplenismo + [ +++ + F++ i+ +

Crisi osse /fratture + [ +++ - ++ i+ +

Compromissione

_ - +++ ++ +
neurologica
6 —80 + 5 _ Seconda a quarta Seconda a quarta Seconda a quarta
. < 2 anni
Sopravvivenza (anni) decade decade decade
Predilezione etnica Ebrei Ashkenazi Panetnica Nord della Svezia Panetnica Panetnica
Frequenza
1:60.000 1:100.000 1:50.000 — 100.000
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TABELLA 3 — Stadi radiologici delle lesioni schel&iche nella Malattia di Gaucher tipo 1
Da Beutler E, Grabowski GA (2001). Gaucher dise&seScriver CR; Beaudet AL; Sly WS; Valle D: Thetabolic and Molecular Bases of Inherited Disea$¥edition, vol Ill. McGraw
Hill, New York - 3635- 3668, modificata.

STADI

TIPO DI LESIONI/ SITO COINVOLTO

MANIFESTAZIONI RA  DIOLOGICHE

Osteoporosi diffusa / ossa tubulari e vertebre

Dilatazione midollare / femore, ossa lunghe, castol

Distruzione localizzata (osteolisi) / ossa lunghe

Necrosi ischemica, sclerosi, osteite / ossa lunghe

Distruzione diffusa; collasso vertebrale;

osteoartrosi / anche, spalle, vertebre, articolezisacro-iliaca

elRatyrossolano trabecolare di osteoporosi

Perdita della normale concavita al di sopra deddofemorali;

deformita a bottiglia di Erlenmeyer

Piccole erosioni (ben definite o tarlate); cortecedrefatta ed

endo-ostio dentellato; aspetto a vetro-smerigliato

Aree di densita ed erosioni; linee sclerotiche iganpse;

segni di periostite

Distruzione irregolare o appiattimento della tdstaorale o
dell’'omero; aree miste di lesioni litiche e sclazbé;

pattern di grandi “bolle di sapone”
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Tabella 4 - Eta della popolazione dell’Europa occidentale al mmento della diagnosi di Malattia di Gaucher

(fonte: Registro di Malattia di Gaucher: Charrowefd al, The Gaucher registry: demographics and disease characteristics of 1698 patients

with Gaucher disease, 2000)

Eta al momento della diagnosi

Percentuale (%)

0-<10anni 42
10 - < 16 anni 11
16 - < 35 anni 30
35 - <65 anni 17
> 65 anni 1
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TABELLA 5 - Raccomandazioni per I'analisi delle manifestazgstemiche della Malattia di Gaucher non-neupatizca (GD)

PRIMA VALUTAZIONE

a |o raflan[i) % IZ|one AP dei femori interi e proi ezione laterale della colonna
ni ematologiche

RrMNBI(Qm'maIe pesata i, B T,) dei femori interi, ese ossm\le dell'anca eele rtegre lompari
Analisi supplementari In base alle indicazioni

DEXA: colonna lombare e collp femorale

_ Conta leucocitaria Calcio
Valutazione polmonare o L
Emoglobina
Eggta 6%astrl ica Fosf%ta& alcalina

|ogra a toracica, ecocard|ografia Doppler Ferro
vtarker-Broctmmre Btirtiomra-totatee—chretta

_ chitotriosidasi. ACE, TRAP Capacita di legame del ferro

Attivita della glucocerebrosidasi . Ferritina
Profilo dell'epatite
Analisi di mutazione _ Vitamina B12
Albumina
Dosaggio anticorpale Proteine totali PT
PTT

Immunoelettroforesi sierica

Valutazione organomegalia

Volume della milza e del fegato (RMN o TC volumelte)

Valutazione dello scheletro
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Abbreviazioni riportate nella Tabella 5:

ACE: enzima di conversione dell'angiotensina (atggisin-converting enzyme);
ALT: alanina transaminasi (alanine transaminase)

AP: antero-posteriore

AST: aspartato transaminasi (aspartate transanjinase

CT: tomografia computerizzata (computer tomography)

DEXA: assorbiometria doppia a raggi X (dual-enexegpay absorptiometry)
ECG = elettrocardiografia (electrocardiogram)

MRI: immagine di risonanza magnetica (magnetic mesge imaging)

PT: tempo di protrombina (prothrombin time)

PTT: tempo di tromboplastina parziale (partial thomplastin time)

TRAP: fosfatasi acida tartrato-resistente (tartratstant acid phosphatase)
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TABELLA 6 — Genotipo dei pazienti con malattia di Gaucher tipo 1 (da Charrow J et al 2004)

Pazienti diagnosticati

Pazienti diagnosticati

GENOTIPO prima dei 10 di anni Dopo i 10 di anni
(n = 538) (n = 836)
N370S / N370S 80 (15%) 412 (49%)
N370S / 84GG 103 (19%) 50 (6%)
L444P | L444P 27 (5%) 3 (< 1%)
L444P /altro allele* 16 (3%) 8 (1%)
N370S / IVS2+1 20 (4%) 11 (1%)
L444P / non noto 21 (4%) 16 (2%)
non noto / non noto 15 (3%) 4 (< 1%)
altro allele / altro allele 28 (5%) 19 (2%)
N370S / altro allele 49 (9%) 60 (7%)
N370S / L444P 88 (16%) 118 (14%)
N370S / non noto 91 (17%) 135 (16%)

* si riferisce ad ogni allele che & stato ben candtizato

, ma non e stato incluso specificamentaugstp tabella
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TABELLA 7 — Trattamento della Malattia di Gaucher

=4

Tipi Pazienti Miglustat Imiglucerasi CONSIDERAZIONI
(mg/die/div in 3) (U/Kg/mese)
Ridurre la dose quando si verificano miglioramentidei
sintomi
Tutti 30-120 Aumentare la dose, se dopo 6 mesi di trattamentogasun
miglioramento si € osservato
Non-neuronopatica . _ _ _
(Tipo 1) _ Individualizzare il dosaggio
Pazienti
“non eleggibili”
per il 300 Se compare diarrea ridurre la dose a 100 -200 mg#li
trattamento con
Imiglucerasi
Pazienti
“a rllschlo.per 120 Attento monitoraggio dei segni neurologici
coinvolgimento
neurologico”
Pazienti con Iniziare con 240 U;
c0|nvolg.|m?nto » Se il coinvolgimento neurologico progredisce, aumégre
Cronica neuronopatica neurologico la dose a 480 U/Kg/mese per un breve periodoon piu di
(Tipo 2) 6 mesi);
Se dopo 6 mesi di trattamento, il coinvolgimentc
240 — 480 neurologico progredisce, la dose dovrebbe esseralaita
ad un dosaggio tale da controllare la malattia sisimica;
Se il paziente raggiunge l'eta adulta e il coinvgimento
neurologico € stabile % possibile” considerare una
riduzione del dosaggio
Acuta neuronopatica Tipo A 240 Trial di 6 mesi con follow-up ogni mese
(Tipo 3)
Tipo B Non raccomandato
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TABELLA 8 - OBIETTVI TERAPEUTICI (Weinreb NJ et al 2002, 2004; Pastores GM et al 2004)

TEMPI

Ematologici

ANEMIA

- aumento dell’emoglobina > 12.0 g/dl (7,4 mmol/ly g& uomini e > 11,0 g/dl (6,8 mmol/l) per le dana
I bambini

PIATRINOPENIA

Milza intatta:

- nella trombocitopenigrave (< 60.00/L) — aumentalella conta piastrinica di 1,5 volte, al fine di
raggiungere un livello sufficiente a prevenire l@magia

- in caso di trombocitopenia basale moderata (>083.0 ma < 120.00Q/L) — aumento della conta
piastrinica di 1,5 — 2 volte

Pazienti con pregressa splenectomia:
- normalizzazione della conta piastrinica

1 -2 anni

1 anno

1 anno

1 anno
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TABELLA 8 - OBIETTVI TERAPEUTICI (Weinreb NJ et al 2002, 2004; Pastores GM et al 2004)

TEMPI
Viscerali
Ridurre il volume epatico
- del 20% - 30% 1-2anni
- del 30 % - 40 % 3-5anni
Ridurre il volume splenico
1 anno

- del 30% - 50%

2— 5 anni
- del 50 % - 60 %
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TABELLA 8 - OBIETTVI TERAPEUTICI (Weinreb NJ et al 2002, 2004; Pastores GM et al 2004)

TEMPI
Scheletrici
1 -2 anni
- ridurre o eliminare il dolore osseo 1 — 2 anni
- prevenire crisi ossee 1 -2 anni
- prevenire I'osteonecrosi e cedimento articolazie subcondrale 5 )
anni
- raggiungere il picco massimo (o ideale) di mas®sseqbambini) _
3—5anni
- aumentare densita minerale ossea corticale e tvacolare(adulti)
TEMPI
Pediatrici
- normalizzare la crescita 3 anni

- raggiungere inizio normale della puberta
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TABELLA 8 - OBIETTVI TERAPEUTICI (Weinreb NJ et al 2002, 2004; Pastores GM et al 2004)

TEMPI

Coinvolgimento polmonare

- prevenire malattia polmonare con avvio tempestiv di Cerezyme evitando la splenectomia

- prevenire rapido peggioramento della malattia pbmonare e morte improvvisa del paziente
- far regredire la sindrome epato-polmonare e la ipendenza da ossigeno

- migliorare l'ipertensione polmonare (ERT + terapia aggiuntiva)

- migliorare lo stato funzionale e la qualita di ta del paziente

non definiti

Altri

- ridurre I'attivita della chitotriosidasi nel pla sma

1 anno
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TABELLA 9 — Follow-up e monitoraggio della Malattia di Gaucher non-neuronopatica (GD)

Valutazione basale

Pazienti non riceventi

Pazienti riceventi terapia

terapia
Non raggiunto il Raggiunto il Al tempo del
“goal terapeutico” “goal terapeutico” cambiamento
del dosaggio o
. . Ogni della comparsa di
Ogni 12 mesi 12 — 24 mesi complicanze
significative
Ogni 3 ognl 1 5gni 12 - 24 mesi
mesi 12 mesi
Esame fisico Ogni 6 mesi Ogni 6 _ 12 X
mesi
Ematologia | Emoglobina X X X X
Piastrine X X X X
Biochimica | Chitotriosidasi e/o TRAP
elo ACE X X X
Visceri Milza volume
(MRI/ Ecografia) X X X X
Fegato volume
(MRI / Ecografia) X X X X
Test di funzionalita polmonar X X X
Funzione cardiovascolare
(ECG, Ecocardiografia) X X
Scheletro | MRI ¥ Ogni 24 mesi X X X
RX del torace, colonna
vertebrald®, pelvi, ossa X X X X
lunghe
DEXA della colonna . .
vertebrale e dell'anca X X Ogni 24 mesi X
Altro Dolore X Ogni 6 - 12 X X
mesi
Qualita di vita™” X X X
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Il “goal terapeutico” dovrebbe essere individuadizy, sulla base dei risultati di una valutazionmglessiva del paziente che prende in
esame segni associati con i visceri, parametri @ogiti e scheletrici e una valutazione della gaatli vita. Nei pazienti pediatrici
inoltre e importante raggiungere una buona cresaita adeguato sviluppo.

@) resame fisico dovrebbe includere la valutazione di

CUTE (lividi, petecchie, pallore)
ADDOME (valutazione epatosplenomegalia)

CRESCITA (peso, altezza, circonferenza cranica) utzzando curve di crescita standardizzate, stato faerale utilizzando la classificazione in
stadi di Tanner

FUNZIONALITA POLMONARE
RANGE DEL MOVIMENTO E ANDATURA

@ scansione sagittale T1-pesata della colonna vertethe, scansione coronale T1-pesata dei femori

®) solo quando il paziente & sintomatico (es. dolore sede dorsale), nel caso la malattia & severaaectescita non brillante o
sia presente cifosi

“ sistema di score della qualita di vita

TRAP = fosfatasi acida tartrato resistente

ACE = enzima di conversione dell’angiotensina
MRI = immagine di risonanza magnetica

ECG = elettrocardiografia

RX = radiografia

261



TABELLA 10 — Follow-up neurologico e monitoraggio clla Malattia di Gaucher neuronopatica cronica

Valutazione Follow-up
iniziale Ogni 3 mesi Ogni 6 mesi Ogni 12 mesi
Esame Clinico Esame neurologico X Nel corso del primo X
anno

Esame dei movimenti X X

oculari

Esame neuro-

oftalmologico con X X

oftalmoscopia diretta

Audiometria X X
Neurofisiologia EEG X Sulla base della clinica (es. presenza di crisiiziatn)

BSER X X
Neuroradiologia MRl e/o TC — cerebrale X Sulla base della valutazione della clinica
Neuropsicometria | 1Q X X

MRI = immagine di risonanza magnetica
TC = tomografia computerizzata

EEG = elettroencefalogramma

BSER = potenziali evocati del tronco cerebrale
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Fig. 2 - Algoritmo per il trattamento della Malattia di Gaucher

Adulti con Malattia di Gaucher tipo 1 di

grado lieve - moderato sintomatica

l

Non adatti (poco propens
el/o incapaciper la ERT

Nessun miglioramento

l

Adatti per la ERT

Segni di regressione della
malattia

Y

Aumentare
la dose di
FRT

Nessun miglioramento

|

|

Considerare
SRT

Segni di regressione della
malattia
Aumentare
la dose di
SRT
Riconsiderare la ERT (in
pazienti che precedentemente
erano poco “compliant”
Continuare
con
SRT

Considerare la
terapia di
combinazione

se il paziente
€ non idoneo a
continuare

ERT

Continuare
con
ERT
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QUANDO SOSPETTARE UNA MALATTIA METABOLICA

Michelina Sibilio, Iris Scala, Generoso Andria

Dipartimento di Pediatria dell’Universita di Napoli “Federico II”

Definizione

Le malattie metaboliche ereditarie esrori congeniti del metabolismo (ECM) sono malattie
genetiche in cui sono alterate le normali funzionetaboliche. Generalmente le malattie
metaboliche sono considerate malattie molto rangtaVia questo € vero se le consideriamo
singolarmente, ma non € vero se vengono considevaie gruppo.

La grande maggioranza delle malattie metabolichegenite € ereditata in maniera autosomica
recessiva. Meno frequentemente, gli ECM sono extdiobn modalita legata all’Xper esempio, il
Deficit di Ornitina Transcarbamilasi, malattia XAked, quasi sempre letale per i maschi)
autosomica dominante. Inoltre, alcuni ECM, anche nselto rari, hanno una ereditarieta
matrilineare. Questi tipi di disordini sono dovatmutazioni del genoma mitocondriale. E noto che
solo i mitocondri dell'ovocita, e non degli spermedi, contribuiscono al DNA mitocondriale dello
zigote; pertanto mutazioni del DNA mitocondrialensotrasmesse da una generazione alla
successiva solo attraverso la linea materna.

Sono stati identificati piu di 450 ECM differentulspiano biochimico, ma, nonostante la loro
diversita, essi hanno in comune un certo numeroadatteristiche. Infatti, la maggior parte dei
pazienti con ECM si presenta sul piano clinico aoro dei cinque fenotipi generalDanno
neurologico acuto, Danno neurologico croniddanno epatocellulare diffusoMiopatia, Danno
tubulare renale ,)come riportatmellaTabella 1.

Per la correttezza della diagnosi degli ECM é sempolto importante raccogliere in modo
accurato lanamnesi familiare(infatti, genitori consanguinei o provenientilldastesso piccolo
centro o con lo stesso cognome e/o una storia diemuel periodo neonatale suggeriscono
fortemente una malattia genetica). Considerand@ridéa degli ECM, € molto importante per |l
medico sospettare la malattia e considerarla migdgnostica differenziale. Il sospetto diagnostico
puo salvare la vita dei pazienti (molte malattigtabeliche sono attualmente curabili) e anche nei
casi piu gravi € necessaria una diagnosi corobttaconsenta di fornire un consiglio genetico alle
famiglie.
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Tabella 1 Presentazioni cliniche piti comuni degli errori congeniti del metabolismo*

DANNO NEUROLOGICO

A.

Danno neurologico acuto

Malattie di piccole molecole diffusibili
Disordini degli aminoacidi (malattia delle urine a sciroppo d’acero)
Disordini degli acidi organici (aciduria metilmalonica)
Difetti dell’ ossidazione degli acidi grassi (deficit di acil-CoA deidrogenasi a media catena)
Iperammoniemie (deficit di ornitina transcarbamilasi)
Disordini del lattato e disordini mitocondriali (deficit di citocromo ¢ ossidasi)
Danno neurologico con convulsioni (iperglicinemia non chetosica)

Danno neurologico cronico
Malattie di piccole molecole diffusibili
Malattie di organelli

Malattie mitocondriali

Difetti della catena di trasporto degli elettroni (deficit di citocromo ¢ ossidasi)
Difetti del metabolismo del piruvato (deficit di piruvato deidrogenasi)

Malattie da accumulo lisosomiale

Mucopolisaccaridosi (malattia di Hurler) , Glicoproteinosi (a-mannosidosi), Gangliosidosi (gangliosidosi Gwz)
Altre sfingolipidosi (malattia di Gaucher), Leucodistrofie (leucodistrofia metacromatica)

Disordini perossisomiali
Difetti della biogenesi e della 3-ossidazione perossisomiale (sindrome di Zellweger)
Condrodisplasia punctata rizomelica, Adrenoleucodistrofia legata all’ X, Altri difetti di singoli enzimi perossisomiali (ossalosi)

Disordini della glicosilazione proteica ~ — Comprende i difetti enzimatici localizzati in:
Citosol: sindrome da difetto di glicosilazione tipo la e Ib
Disordini dell’apparato di Golgi: sindrome da difetto di glicosilazione tipo Il
Reticolo endoplasmatico: sindrome da difetto di glicosilazione tipo Ic e V

. Danno epatocellulare diffuso

Epatopatia acuta o cronica

Difetti del metabolismo dei carboidrati (galattosemia), Difetti del metabolismo degli aminoacidi (tirosinemia)
Difetti del trasporto dei metalli (malattia di Wilson), Difetti degli inibitori delle proteasi (deficit di a,-antitripsina)

Miopatia
Miopatia scheletrica

Rabdomiolisi acuta (deficit di fosforilasi muscolare)
Miopatia cronica (difetti della catena di trasporto mitocondriale degli elettroni; difetti del metabolismo degli acidi grassi)

Miocardiopatia

Malattie da accumulo lisosomiali (malattia di Pompe: deficit di a-glucosidasi)
Disordini del metabolismo degli acidi grassi (deficit di 3-idrossiacil-CoA deidrogenasi)

Danno tubulare renale
Danno glomerulare tubulare

Malattie da accumulo lisosomiale (cistinosi)
Difetti enzimatici (ossalosi)

Miopatia cronica (difetti della catena di trasporto mitocondriale degli elettroni; difetti del metabolismo degli acidi grassi)

Difetti del trasporto

Difetti di trasporto di singole molecole o di gruppi di molecole simili (cistinuria)
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' Tra parentesi sono riportati degli esempi.
(CoA = coenzima A; HRPT = ipoxantina fosforibosiltransferasi; MELAS = miopatia mitocondriale, danno neurologico, acidosi lattica ed episodi simili a
ictus)

Modificata da John Christodoulou: Approccio cliniegli errori congeniti del metabolismo. ManualeR#diatria (Rudolph),1Ed. italiana,McGraw-Hill, 2003
A. Approccio al paziente con danno neurologico acat

Una compromissione neurologica € certamente lafesazione clinica piu comune tra gli ECM.
Le manifestazioni neurologiche possono essere aigugFmittenti, croniche o anche progressive.
Per la maggior parte degli ECM che causano danmeoologico acutol’esordio si verifica nel
periodo neonatale (essendo il periodo neonatalgpanodo in cui € molto intenso lo stress
catabolico); tuttavia gli ECM possono manifestassiqualsiasi eta. Gli ECM che causano
manifestazioni cliniche durante il periodo neor@atabno solitamente gravi e sSpesso possono
condurre a morte il bambino se non viene iniziatmfamente una terapia adeguata. | neonati e/o i
bambini affetti da ECM possono presentare uno drgitnolteplici segni e sintomiFg. 1, Tab. 2.

In linea generale, un quadro di compromissione alegica acuta, secondario ad un ECM, e
generalmente causato datitumulo nel cervellodi “piccole molecole diffusibill (aminoacidi,
acidi organici, acidi grassi, ammonio), oppure dificit di un prodotto essenzial(per esempio, il
deficit del metabolismo del piruvato o della funmomitocondriale della catena di trasporto degli
elettroni) o infine daldeficit di un processo di trasporto delle piccoleolacole attraverso le
membrane cellulari

Nel caso diesordio neonatale,tipicamente il neonato affetto appare alla naseaitabuone
condizioni cliniche, ma dopo un periodo di laterfakcuni ore, giorni 0 una settimana), si ha la
comparsa di sintomatologia d’allarme, quale rifiutkell’alimentazione, vomito persistente
(occasionalmente molto grave tanto da suggerire steaosi ipertrofica del piloro), letargia,
irritabilita, scarso accrescimento, disidrataziomkarrea, ipotonia, acidosi metabolica, ittero,
convulsioni etc. In alcune malattie del metabolistagossibile anche il riscontro di un odore
caratteristico (per esempioglore di piedi sudatiella isovalericoacidemia). E da ricordare che gli
odori insoliti vanno ricercati sulle urine, nelital e sulla pelle.

Nel caso desordio tardivo, (bambino o un adulto) il paziente puo godereutdina salute per anni

o decenni, ma improvvisamente, generalmente insomea di periodo di intenso stress catabolico
guale infezioni intercorrenti o la gravidanza, pmanifestare segni neurologi (atassia, riduzione
della coscienza, disorientamento, etc.), espressibrun quadro di compromissione neurologica
acuta.

Le principali malattie metaboliche che si possomesentare con un quadro di danno neurologico
acuto sono:

- Aminoacidopatie (per esempia, Malattia delle urine a sciroppo d’'acero)
- Acidosi organiche (per esempia,Propionicoacidemia)

- Difetti dell’'ossidazione degli acidi grassi;

- Iperammoniemie (per esempio, il Deficit di ornitirsanscarbamilasi)

- Acidosi lattiche

Le manifestazioni cliniche, le indagini di approflomento diagnostico e le eventuali terapie di
guesto gruppo di patologie sono riportatésipella 4.
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Diagnosi

Come riportato sopra, nel caso di esordio neongtalemolti ECM i segni clinici sono solitamente
aspecifici (difficolta nell’alimentazione, vomitdttero, sintomatologia acuta neurologica etc.) e
simili a quelli che si osservano nei lattanti caoriezione generalizzata (sepsi). Pertanto in un
neonato gravemente malato, nella diagnosi difféeémbisogna sempre considerare la possibilita di
un ECM e, se l'indice di sospetto e alto, effettuisndagini specifiche per una conferma diagnostica
(Fig. 1). Un'anamnesi di progressivo deterioramento clinico im vneonatoprecedente normale
deve sempre suggerire un errore congenito del rolktaio. Ai fini diagnostici € utile ricordare che
molte malattie genetiche o lesioni perinatali cagsalterazioni dal momento stesso della nascita.
All'esame obiettivoe possibile riscontrare segni clinici aspecifigpg®omegalia, coinvolgimento
del sistema nervoso centrale). Occasionalmenteasdbntro di un odore insolito puo rivelarsi
fondamentale per la diagnosh molti casi bastano poche indagini di laboratoriodi primo
livello per identificare il gruppo di malattie (per esempio, la glicemia, I'equilibrio acido-base,
'ammoniemia, I'acido lattico etc.), come illustoatellatabella 3.

La determinazione delle concentrazioni sierichd’atemonio e dell’equilibrio acido-base (pH e
Bicarbonati) risulta spesso molto utile nel diffezeare le principali cause di disordini metabolici
(Fig. 1). Il riscontro di valori elevati di ammoniemia, &ssenza di acidosi metabolica, & solitamente
determinato da difetti enzimatici del ciclo delkar forma primitiva di iperammoniemig come e
possibile notare nelligura 1.

Tuttavia € bene ricordare che I'iperammoniemiamegnato puo essere secondaria a cause non di
natura genetica, quali: asfissia neonatdilgtress respiratorio del prematuro, basso peamalcita,
iperammoniemia transitoria del prematuro, infeziominarie da Proteysshunt portosistemici,
insufficienza epatica acuta.

La diagnosidi certezzasolitamente richiede una varieta di indagini dideatorio specifiche (per
esempio, I'aminoacidemia, gli acidi organici urinalfacido orotico urinario, il profilo delle
acilcarnitine plasmatiche etc.).

Purtroppo per alcune malattie metaboliche non ser@mossibile identificare il difetto enzimatico;
tuttavia definire la diagnosi specifica € fondamaéntper fornire la consulenza genetica alla
famiglia. A tal fine, si dovrebbe cercare di fagmbtentativo per determinare la diagnosi mentre il
bambino é ancora vivo, dato che 'esame autopticosempre e utile.

Per quanto riguarda giECM responsabili di una compromissione neurologicaacuta con
insorgenza tardiva, la diagnosi risulta molte volte piu difficile, iguanto in questo gruppo di
malattie I'esordio €& piu insidioso. | pazienti dffeda queste forme di ECM possono godere di
buona salute per anni o decenni e manifestare Ipon@ovviso il difetto metabolico con un
guadro neurologico acuto (generalmente scatenatindastress o da un episodio aspecifico come
un’infezione anche banale). Molto probabilmenteggjupazienti possiedono un’attivita enzimatica
residua sufficiente per poter catabolizzare il snabs in condizioni di benessere clinico; tuttavra,
condizioni di stress catabolico (quali gravidanzdezioni intercorrenti, etc.) I'attivita enzima#c
residua non € in grado di prevenire 'accumuloalstistanze tossiche. Inoltre, in alcuni pazieati, |
prime manifestazioni cliniche possono essere afgeei (ritardo mentale, deficit motori,
convulsioni, epatopatia) ed essere erroneamentdustit a cause perinatali 0o erroneamente
diagnosticati comé&indrome di Reydn linea generale gli ECM con esordio tardivo iibero
essere presi in considerazione ogni qual volta ambdino presenta una o piu delle seguenti
manifestazioni: ritardo mentale sine causa, ritadédio sviluppo, deficit motori o convulsioni,
odore insolito (particolarmente in occasione digpisodio acuto), episodi, intermittenti di vomito
inspiegabile, acidosi, deterioramento mentale, ca@patomegalia, calcolosi renale e infertilita.
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Figura 1
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Tabella 2

Segni clinici aspecifici

in pazienti con ECM

Sintomo generali

Stentato accrescimento

Sintomo gastrointestinali
Vomito

Rifiuto dell’alimentazione
Distensione addominale

Epatomegalia

Diarrea

Sintomo respiratori
Polipnea

Crisi di apnea

Sintomo neurologici

Sonnolenza, torpore profondo, coma

Tremori, convulsioni, turbe del tono muscolare
Disturbi della suzione o della deglutizione
Alterazione dei riflessi arcaici
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Tabella 3

Anormalita biochimiche ed ematologiche associate a malattie metaboliche responsabili di

sintomatologia acuta nel neonato o piccolo lattante

Malattia delle urine a sciroppo d’acero, Glicogenos
Organicoacidurie, Tirosinemia tipo | acuta

IPOGLICEMIA 3 Galattosemia, Intolleranza ereditaria al fruttosio

Deficit di fruttosio-1,6-difosfatasi, Deficit di pivato carbossilasi
Deficit di carnitina

ACIDOS| Organicoacidurie, Malattia delle urine a sciropfexcdro
METABOLICA < Glicogenosi tipo I, Galattosemia, Intolleranzadéa@ia al fruttosio
Latticoacidosi congenite

.
e
Malattia delle rine a sciroppo d‘acero, Organicdage
CHETOSI < Glicogenosi tipo |, Deficit di Fruttosio-1,6-difafsi
Deficit di Piruvato Carbossila
.
e

Sindromi iperammoniemiche da deficit degli enziral diclo dell'urea,

IPERAMMONIEMIA < Organicoacidurie, Deficit di Piruvato Carbossild3gficit di carnitina

Glicogenosi tipo Ib, Organicoacidurie
( NEUTROPENIA — Tirosinemia tipo | acuta
Deficit di Carbamilfosfato Sintetasi

SEGNI < PIASTRINOPENIA ——»  Organicoacidurie, Galattosemia
EMATOLOGICI Intolleranza ereditaria al fruttos
L ANEMIA Organicoacidurie, Galattosemia

Intolleranza ereditaria al fruttos
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Prognosi

| fattori che sono determinanti per la prognosialelalattie metaboliche che causano un quadro di
compromissione neurologica acuta sono diversi, argamente tra i piu importanti abbiamo: eta
alla diagnosi, gravita del quadro clinico neonatpker le forme con esordio neonatalggnotipo,
controllo metabolico a lungo termine.

Trattamento

Una volta posta la diagnosi € fondamentale, saptatper gli errori congeniti del metabolismo che
si presentano nel periodo neonatale, iniziare imatachente ungerapia specifica(se disponibile),
per ridurre al minimo il rischio di danno neurologipermanente.

Durante la fase acuta, e fondamentale per quesigmaridurre 'accumulo di metaboliti dannosi
presenti in circolo, in particolare a livello cerale. Cio in alcune patologie e realizzabile atrao
'uso di diete speciali(per esempio, la dieta ipoproteica per le orgatmurie e per i difetti del
ciclo dell'urea), di integratori (es. miscele di aminoacidi prive dell’laminoacidoeqursore
dannoso, come nel caso della Malattia delle urigeirppo d’acero), attraversoddamolazione di

vie metaboliche alternativeper consentire la eliminazione del composto tessatto forma di un
substrato non dannoso e facilmente eliminabiléatghnismo [es. sodiofenilbutirrato (Ammonaps)
0 sodio benzoato per le iperammoniemie] o attravéassomministrazione di cofattori (per
esempio, la Biotina per la Propionicoacidemia ovi@mina B> in alcuni casi di Acidemia
metilamalonica) e infine attraverso l'uso di met&boarenti (per esempio, l'arginina nei Difetti
del Ciclo dell’'urea).

E fondamentale inoltre valutare sempre attentamienstato di idratazione, fornire un’adeguata
alimentazione (normo-ipercalorica), correggere &yan squilibri metabolici secondari associati
(quali lacidosi e/o liperammoniemie per le orgemacidurie, lipoglicemia per i difetti
dell'ossidazione degli acidi grassi). Molte voltgiesti pazienti sono costretti a seguire diete anolt
ristrette, pertanto per favorire un adeguato spitug fondamentale supplementare la dieta con
integratori o vitamine.

Gli obiettivi della terapia a lungo termine delle malattie metaboliche che causano un quaidro d
compromissione neurologica acuta sono: mantendta merma le concentrazioni plasmatiche e
urinarie di metaboliti tossici, favorire una creéachormale e un adeguato stato nutrizionale,
consentire un normale sviluppo psicomotorio e mficercare di evitare episodi di scompenso
metabolico (es. acidosi per le organicoacidurie).

Tra i nuovi approcci terapeutici applicati ad alcune malattie metaboliche, abbiamnapianti (per
esempio, per le Organicoacidurie) e la terapiaageruttavia i dati disponibili in letteratura non
sono ancora molto incoraggianti.

Nel corso defollow-up, & di grande importanza nel bambino con malattieabwdiche, valutare
periodicamente I'equilibrio metabolico, la crescittadeguatezza dell’'apporto nutrizionale, lo
sviluppo psicomotorio e la presenza di eventuabfami psicologici. Infine, € molto importante
monitorare attentamente la comparsa di eventualptioanze sistemiche (per esempio,
l'insufficienza renale cronica nei pazienti con Nealonicoacidemia e la cardiomiopatia nei
pazienti con Propionicoacidemia) per poter ceradirenettere in atto (se esistono) adeguate
strategie preventive per migliorare la qualitaith i questi pazienti.
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Tabella 4 (I parte)

Principali gruppi di malattie metaboliche assocetanno neurologico acuto

Malattia

Definizione

Manifestazioni cliniche

Prima batteria d’esami

Indagini di approfondimento diagnastico

Terapia

Aminoacidopatie

Malattia delle urine a sciroppo

Forma acuta dopo un intervallo libero (5-6

Aminoacidi (plasma) con dosaggio dprelievo

SCOMPENSO ACUTO

d’acero(MSUD) giorni) — difficolta nellalimentazione, apatia| ESiste lo screening neonatale dopo 2- 4 ore dal pasfo 1. Eliminare dalla dieta ILE,LEU, Val
letargia, ~ vomito,  ipoglicemia,  alopecia, Leucina (LEU) (1); 2. Fornire alimentazione normo-ipercaloriea
Frequenzad : 100.000 — 300,000 nati | Ulcerazione corneale, desquamazione, pancreatiiest qualitativi urinari Isoleucina (ILE) {); 120-150 kcal/Kg/die per bambini, 80-100 per
Ereditarieta: autosomica recessiva convulsioni, ipotonia /o _ipertonia, nistagmp,(DNPH) Valina (VAL) (1); ragazzi, 40-5 per adulti con integratdri
Difetto di base alterazione del| Opistotono, difficolta respiratoria con crisi di o o ) o calorici e formule prive di lle, Leu, Val
metabolismo degli aminoacidi a catefia@Pnea, danno neurologico progressiva, edemgu. . ~petonuria Acidi organici (urine):1 cheto e idrossiacidi a (gavage, glucosata, lipidi e.v.)
ramificata (Leucina, Isoleucina, Valing) cerebrale, coma; se non trattataritardo mentale catena ramificatspgr es.2 OH-acido isovalerico, | 3. Somministrare un adeguato apporto di liquidi
causato dal deficit del complessm | 9rave, fino ad exitus. ) : : : : 2-acido chetoisocaproico (gavage, ev) o )
chetodeidrogenasi  degli  aminoaci jOdore caratteristico delle urine, del sudore e ddplicemia— Ipoglicemia S - ] | 4. Correggere squilibri associdtlisidratazione,
ramificati, che utilizza la tiaming CeTume a tipo «sciroppo d'acero» o zucchgro Dosaggi enzimatici(su leucociti e/o fibroblasti) acidosi, elettroliti)
pirofosfato come coenzima. caramellato Equilibrio acido-base (EAB) o 5. Eventualmente~ Dialisi peritoneale,
Forma intermittente— bambini apparentemente _, Acidosi metabolica Analisi molecolare emofiltrazione, emodiafiltrazione
normali in concomitanza di episodi stressanti
(infezioni, interventi chirurgici)— vomito, odore Diagnosi prenatale & possibile ) ALUNGO TERMINEA ) .
di sciroppo d’'acero, letargia fino a coma " Dieta a ba_s_so contenuto di aminoacidi |a
Forma cronica: ipotonia, stanchezza muscolare, catena ramificatad@ continuare per tutta la|
ipotrofia muscolare, convulsioni, ritardo mentale vita), con adeguato apporto calorico fornito
progressivo, disturbi del comportamento da_ carb_0|drat|,_ lipidi e _mlscele amlnogudlc e
prive di Leucina, Valina ed Isoleucina per
favorire in tal modo una crescita normalel e
prevenire il ritardo mentale.
= Trapianto di fegato
Acidosi Propionicoacidemia (PPA): | Forma acuta dopo un intervallo libero (48-72 Equilibrio acido-base (EAB):| Aminoacidemia quantitativa: SCOMPENSO ACUTO
organiche alterazione del metabolismo dell'gciqo ore)— rifiuto dell'alimentazione, vomito, crescita grave acidosi (pH < 7.30) Glicina (1); 1. Eliminare parzialmente o totalmente |e
propionico. L'acido propionico e il stentata, distensione addominale, disidratazigne, Alanina (); proteine dalla dieta
prodotto  del  catabolismo  deg|i ipotonia assiale, ipertonia periferica, tachipnegsap Anionico ¢1;>20 2. Fornire alimentazione normo-ipercalorica

aminoacidi isoleucina, valina, treonina
metionina, degli acidi grassi a cate
dispari di atomi di carbonio e dg
colesterolo.

Frequenzal : 100.000 nati
Ereditarieta: autosomica recessiva

Difetto di  base: propionil-CoA-
carbossilasi (PCCA, PCCB), enzima ¢
richiede come cofattore la bioting
L'enzima € composto da due subun
non

(PCCB). La biotina e legata all
subunita alfa. La propionil-CoA{
carbossilasi catalizza la conversione

propionil-CoA a metilmalonil-CoA.

identiche, alfa (PCCA) e beta

e(risposta fisiologica compensatoria all’acidosi),
aepatomegalia (moderatajglopecia, ulceraziong
| corneale, desquamazione, letargia, se|
neurologici fino a coma— exitus
Complicanze:ritardo mentale, convulsioni,
comparsa di movimenti extrapiramidali
osteoporosi, pancreatite, cardiomiopatia
Forma intermittente — Si manifesta
generalmente nei primi mesi o anni di vita c
problemi di alimentazione, crescita insufficiente,
1eipotonia, RSPM, vomito e/o letargia do;iz
"l'assunzione di cibi proteici o in corso di
Binfezioni intercorrenti
Forma tardiva — anoressia persistente,
vomito cronico, crescita stentata,
ei;tanchezza muscolare, ipotrofia
convulsioni, ritardo mentale progressivo, distu
del comportamento
Diagnosi differenziale con
malattia da reflusso gastro-esofageo
intolleranza alle proteine del latte vaccino
malattia celiaca

a

on

ipotonia,
muscolare,

mEqg/l)
Al\mmoniemia to11)
Chetosi

Glicemia (N o} 071);

on

Emocromo— anemia,
neutropenia piastrinopenia,
pancitopenia

Profilo acilcarnitine plasmatiche (TMS):
11 propionilcarnitina

Carnitina ()

Acidi organici (urine):111 metilcitrato,
propionilglicina, acido tiglico, 3-OH-
propionato, propionato

Dosaggio o]
leucociti)

enzimatico (fibroblasti

Analisi molecolare

Diagnosi prenatale & possibile

3. Somministrare un adeguato apporto di liquidli

(vedi MSUD)

(gavage, e.v.)

. Correggere squilibri associgtisidratazione,

acidosi, elettroliti, iperammoniemia)

. Carnitina e.v. (250 — 500 mg/kg/die)
6.

Metronidazolo: 10-20 mg/Kg/die
. Eventualmente- Dialisi peritoneale
emodialisi, exanguinotrasfusione

A LUNGO TERMINE

apporto calorico,
aminoacidiche prive di precursori

propionico (Isoleucina, Valina, Treonina €
Metionina) per favorire in tal modo un3

crescita normale e prevenire
mentale.

Carnitina: 100 mg/kg/dieper os

®= Biotina: 10 — 20 mg/diper os

= Metronidazolo: 10-20 mg/Kg/die

= Trapianto di fegato: dati disponibili in

letteratura non incoraggianti

Dieta a ridotto contenuto di proteine (da
continuare per tutta la vifa con adeguato
integrata con misce

dell'acid

il ritard

le

[=]
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Tabella 4 (1l parte)

Principali gruppi di malattie metaboliche assocettanno neurologico acuto

Malattia Definizione Manifestazioni cliniche Prima batteria d’esami Indagini di approfondimento diagnastico Terapia
Iperammoniemia | Alterazione  del processo di Esordio neonatale(entro le prime 24-4§ Ammoniemia (1 ot11) Aminoacidemia quantitativa: o SCOMPENSO ACUTO
detossificazione _ dellammonia ore di vita)  torpore, difficolta pattern specifico per ciascun difetto enzimatico Eliminare totalmente le proteine dalla diefa
(proveniente dalle proteine esogene e aje|alimentazione,  tachipnea, emorragieFunzionalita epatica: alterata| €S- OTC— Glutammina (11) Fornire alimentazione normo-
git"’;tt?f"'smot_ _erédo$eno)_ s_econgjarlz?t_ 8ntrcraniche, convulsioni, danno  neurologi¢o él'?ml?ma(?) Ipercalorica
et geneticl degll enzimi - CoINVOlll progressiva fino coma iperammoniemico, shotke i . ftruffin Eventualmente— Dialisi peritoneale o

: urea- progres ! emico, shotkcoagulazione : alterata o ualm p

R‘el Clctl‘(l) ?et” urea.t intetasi (NAGS) insufficienza  epatica con  difetti  della 9 Argining) emodialisi
-acetiiglutammatosintetasi coagulazione, epatomegalia (in alcune forme, P o
Carbamilfosfato sintetasi (CPS) quaic:e I'ASL) e sg non trgttat@(ritardo mentale Farmaci per iperammoniemia:
Ornitina transcarbamilasi (OTC) grave, fino ad exitus. Acido orotico urinario: (1) nel deficit di OTC CPS - OCT
Argininosuccinico sintetasi (ASS) Sodio Benzoato250 mg/Kg
Argininosuccinico liasi (ASL) - . . e s L Sodio Fenilbutirrato (Ammonaps)250 mg/Kg
Arginasi g'sn?;gtlg .;?]Ldlvo SC;:.; crescggs,t O:gf.'mltadi'l Studi enzimatici L-Arginina: 210 mg/Kg
! rtZI t V.t Id ’ d :I urbt i da diluire in 25-35 ml/Kg di glucosata al 10%
Frequenza: compo z;lm_en 0, rII' ardo_ ﬁ. OASLSW u_ppz_ Studi di genetica molecolare infondere in 90 minuti; poi stesgo
CPS 1: 62.000 nati psicomotorio, anomalie dei capell ( )’. episofl programma, infondere in 24 ore
ocT 1: 14.000 di ld|sgr|e‘ntamen‘to l|rr|tab|I|ta, aggressivita ed
ASS 1: 57.000 episodi ricorrenti di scompenso associati gad A LUNGO TERMINE
ASL 1:70.000 eIevatl. apporti di Pm_t?[”e~ a catapoh;mo 0a Dieta a ridotto contenuto di proteine.
Arginasi 1: 363.000 stress; estrema variabilita per eterozigoti per OCT . ) . )
dipendente dall'inattivazione del cromosoma X Metabolici intermedi del ciclo dell'urea

R . . per rifornire il ciclo, specifici per ciascun

Ereditarieta: autosomica  recessiva

(fatta eccezione per il deficit di ornitin
transcarbamilasi, disordine legato all’X

difetto enzimatico
(es. OTC— Citrullina: 170 mg/Kg/die)
Attivazione di  vie  metaboliche

alternative per favorire I'escrezione d
ammonio

(OTC —  Sodiofenilbutirrato: 500
mg/Kg/die
Trapianto di fegato (es. CPS)
Difetti Difetti genetici di un gruppo di enzimi Vomito, letargia rapidamente progressiva fino| &Glicemia (|) Glicemia, cortisolo, insulina, ormone della Evitare digiuni prolungati
dell'ossidazione | (deidrogenasi degli acidi grassi a| coma ipochetotico e ipoglicemico in corso (i crescita
degli acidi grassi catena molto lunga, lunga, media, cortg; dlgu_mo (>12 org 0 in corso di sta_tl cate_lbolu_:l_ Urine: stick per chetonil() Enzimi epatici, CK, mioglobina, coagulazione Dieta  (preferibilmente) a  ridotto
enzimi di trasporto della carnitina e| (digiuno prolungato, interventi  chirurgici . o T contenuto di grassi e ricchi di
degli acidi grassi a catena lungd infezioni etc.) Profilo acilcarnitine plasmatiche (TMS) carboidrati (60-70% delle calorie totali)
attraverso la membrana plasmatica |0| geguenti sintomi possono comparire |n Acidi grassi liberi su siero o plasmétt)
una delle membrane mitocondriall associazione variabile, a seconda del difeftdRACCOMANDAZIONI: Chetoni (3-idrossibui N Carnitina (nel deficit di carnitina) 100
coinvolti nel processo di ossidaziorie gnzimatico: etoni (3-idrossibuitrrato}> (N 0 |) mg/kg/dieper os
degli acidi grassi. 1.In corso di ipoglicemia,| Lattato (11)

Ereditarieta: autosomica recessiva

Fisiopatologia in corso di digiuno
prolungato, le riserve epatiche

glicogeno vengono esaurite e si

I'attivazione della lipolisi, che mette i
circolo acidi grassi che vengon|
trasformati in corpi chetonici attraver:
il processo diB-ossidazione. | corpi
chetonici sono poi utilizzati direttamen
dal cervello e dal muscolo come fon
energeticalternativa.

SNC Convulsioni

Cuore miocardiopatia, aritmie

Fegata epatomegalia, insufficienza epatica;

Muscola miopatia (muscolo scheletrico e
. cardiaco)

Sindrome da morte improvvisa del lattante (SIDS
aRene Rene policisticqnel deficit multiplo delle
acil-CoA deidrogenasi)

Dimorfismi facciali(nel deficit multiplo delle acil-

CoA deidrogenasi)

Per deficit piu lievi dell’ossidazione degli acidi

egrassi a catena lunga e del trasportatore [di
carnitna — interessamento del muscolo
scheletrico (debolezza muscolare cronica, dolgr

o, rabdomiolisi ricorrente)oppure aritmie o

cardiomiopatia

N

2.

conservare un campione di

siero o plasma per aumenta|
al massimo la possibilita d
fare la diagnosi.

Raccogliere e congelare u|
campione di urine

eAmmoniemia m)

Carnitina totale plasmatical §

Acidi organici (urine) in corso di digiuno o ir
fase acuta: |) corpi chetonici; {1) acidi
M dicarbossilici a catena media

Studi enzimatici
Studi di genetica molecolare

Riboflavina (nel deficit multiplo delle
acil-CoA deidrogenasi): 150 mg/die

278



B. Approccio al paziente con danno neurologico crono

A differenza del danno neurologico acuto, la c@ndmaticita di presentazione clinica induce piu
facilmente a sospettare una malattia metabolicajidgnosi di un bambino con un ritardo di
sviluppo lentamente progressivo o non progressigolato od associato ad altro disordine
neurologico o ad altre manifestazioni sistemichajnéproblema piu comune e di piu difficile
risoluzione. Nonostante questa difficolta, le cagseetiche devono sempre essere considerate ed
escluse per le implicazioni terapeutiche e di ggitsgenetico alla famiglia.

Le principali malattie metaboliche che si possorespntare con un quadro di danno neurologico
cronico sono:

la fenilchetonuria;

'omocistinuria;

le malattie lisosomiali;

le malattie mitocondriali;

le malattie perossisomiali.

le varianti meno gravi delle enzimopatie che, nédlana classica, sono associate ad danno
neurologico acutddiscusse precedentemente);

Le manifestazioni cliniche, le indagini di approffomento diagnostico e le eventuali terapie di
guesto gruppo di patologie sono riportat¢aipella 5.
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Tabella 5. Principali gruppi di malattie metaboliche assaei@tdanno neurologico cronico

Malattia

Definizione

Manifestazioni cliniche

Primabatteria d'esami

Indagini di approfondimento
diagnostico

Terapia

Fenilchetonuria

Alterazione del metabolismo della
fenilalanina causato da difetto
dell’enzima Fenilalanina Idrossilasi

Ritardo mentale progressivo
Convulsioni
Disturbi del Comportamento

Esiste lo screening neonatale

Aminoacidemia coagtpe di:
Fenilalaninaf);
Tirosina ();

Analisi molecolare per mutazioni
dell’'enzima Fenilalanina

La dieta a basso contenuto di
fenilalanina, iniziata entro i primi
giorni di vita, previene le
manifestazioni neurologiche

Idrossilasi
Omocistinuria Alterazione del metabolismo SNC ritardo mentale Omocisteina plasmaticaf; > 150 | Aminoacidemia: Piridossina (50-100 mg/die);
delllomocisteina causata da difetti Occhi: miopia elevata, lussazioni del umol/l) Metionina (); Betaina (100 mg/kg/die);
dell’enzima Cistationing-sintasi cristallino Cisteina (); Acido folico (10 mg/die);

Ossa osteoporosi, habitus marfanoide
Altro: aumentato rischio di trombosi venog
0 arteriose

(0]

Idrossicobalamina (1 mg/die);
Vitamina C (100 mg/die)

Dieta a basso contenuto di
metionina

M. Lisosomiali

Difetti genetici degli enzimi
lisosomiali che provocano 'accumul
di substrati nell'organello e, di
conseguenza, nelle cellule e negli
organi coinvolti

Coinvolgimento multisistemico:

SNC ritardo mentale, macrocrania,
convulsioni;

Facies grossolana;

Ossa disostosi multipla;

Occhi anomalie del fondo, retinopatia,
cataratta

Altro: epatosplenomegalia; linfociti
vacuolati

RX cranio, mani, colonna, ossa
lunghe;

visita oculistica con lampada a
fessura + fondo oculare

Striscio di sangue periferico;
Glicosaminoglicani e
oligosaccaridi urinari;

RMN encefalo;
Potenziali evocati somatosensori

Dosaggi enzimatici

Per alcune di queste malattie da
accumulo é attualmente in fase
sperimentale la terapia enzimatica
sostitutiva.

Al

M. Mitocondriali

Difetti dei complessi enzimatici
coinvolti nella produzione di energia
tramite la fosforilazione ossidativa

Difetti del DNA mitocondriale.

Coinvolgimento multisistemico che
interessa gli organi con forti fabbisogni
energetici.

| seguenti sintomi possono comparire in
associazione variabile:

SNC danno neurologico acuto o subacutg
ritardo mentale, convulsioni, atassia,
disfagia, oftalmoplegia, sordita, retinopati
Muscola Ipotonia, rabdomiolisi;

Cuore Miocardiopatia, difetti di
conduzione;

Renes. Fanconi;

Fegata insufficienza epatica progressiva,
Altro: malassorbimento, anemia,
neutropenia, diabete.

A

Emocromo

Funzionalita epatica e renale;
CPK + isoenzimi{1);
Mioglobina urinaria f);

Acido lattico plasmaticof;

Visita oculistica con fondo;
EEG
ECG

Acido lattico nel liquor;
Aminoacidi su plasma e liquor;
Acidi organici urinari;

RMN encefalo;
Biopsia muscolare;
Potenziali evocati
somatosensoriali;

Studi enzimatici;
Studi di genetica molecolare

Le opzioni terapeutiche sono scars
e di dubbia efficacia e consistono i
L-Carnitina (50-100 mg/kg/die);
Trattamento acidosi;

Adeguato apporto energetico di
liquidi ed elettroliti;

Altri trattamenti sintomatici.

M. Perossisomiali

Disordini della funzione
perossisomiale che comprerttle
ossidazione degli acidi grassi a lung
catena, I'ossidazione di acido fitanic
e la biosintesi di colesterolo, acidi
biliari e fosfolipidi nel SNC, nel
muscolo e nel cuore.

73

SNC danno neurologico grave fin dalla
nascita, ipotonia, epilessia, sordita;

Ossa arti corti, calcificazioni a spruzzo;
Occhi retinopatia, cataratta, cecita;
Facies dimorfismi, anomalie cranio-faciali
Fegata epatite neonatale,
epatosplenomegalia, colestasi, cirrosi.

Colesterolo (N d);

Bilirubina (N 01);

Altre indagini di funzionalita
epatica;

RX cranio, mani, colonna, ossa
lunghe;

visita oculistica con lampada a
fessura + fondo oculare

Acidi grassi a catena molto lungal
Plasmalogeni eritrocitari;

Acido fitanico;

Acido pristanico;

Intermedi acidi biliari;

Test enzimatici.

Fondamentalmente sintomatica
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C. Malattie metaboliche con patologia epatica diffusa

Come riportato nella tabella 6, alcuni difetti defiinzione mitocondriale, della beta-ossidazione ed
alcune malattie d'accumulo (es. la malattia di NaemPick) possono presentare un
coinvolgimento epatico nell’ambito di un quadranab pitu complesso.

Tuttavia, un piccolo gruppo di errori congeniti daktabolismo si presenta principalmente con
malattia epatocellulare diffusa ad esordio neorataiel corso della prima infanzia.

| segni generali di presentazione sono I'epatoniggdlittero (iperbilirubinemia diretta ed
indiretta), il danno della funzione protido-sinteti con riduzione primaria dei fattori della
coagulazione, aumento degli enzimi epatici, ipagh@. Il sospetto diagnostico di questa classe di

malattie metaboliche € molto importante in quarttrattamento precoce €& spesso in grado di
ridurre il danno tissutale.

Tra queste malattie ricordiamo:
- la galattosemia;
- l'intolleranza al fruttosio;
- latirosinemia;
- il deficit di alfa-1-antitripsina;
- la malattia di Wilson;
- la glicogenosi tipo IV.
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Tabella 6. Principali malattie metaboliche associate a pajfial epatica diffusa

Malattia

Definizione

Manifestazioni cliniche

Primabatteria d’'esami

Indagini di approfondimento
diagnostico

Terapia

Galattosemia

Alterazione del metabolismo del
galattosio causata da difetto
dell’enzima galattosio-1P-
uridiltransferasi

Sintomi progressivi dal 3°-4° giorno di vitg
dopo l'inizio dell'assunzione di latte:
vomito, diarrea, ittero, insufficienza epatic|
sindrome di Fanconi renale.

Progressiva cataratta bilaterale

Possibile: sepsi, ipoglicemia

Esiste lo screening neonatale in
alcune Regioni

a,Sostanze riducenti nelle urine

(spesso negative)
Funzionalita epatica e renale

Visita oculistica (lampada a
fessura)

Test enzimatici
Analisi mutazionale

La dieta a basso contenuto di
galattosio e lattosio

Intolleranza
ereditaria al
fruttosio

Alterazione del metabolismo del
fruttosio causato da difetto
dell’enzima Fruttosio Aldolasi

Esordio dei sintomi in seguito
all'assunzione di fruttosio o saccarosio
(frutta, alcune formule, miele e zucchero
aggiunto ai cibi): vomito, ipoglicemia,
torpore, epatopatia progressiva, scarsa
crescita, sindrome di Fanconi renale.
Rifiuto di frutta e dolci.

Rapido miglioramento dopo I'eliminaziong
di fruttosio dalla dieta

Funzionalita epatica e renale

Sostanze riducenti nelle urine
(spesso negative)

Test enzimatici (fegato)
Analisi mutazionale

Dieta ad esclusione di fruttosio

Tirosinemia tipo |

Difetto della via catabolica el
tirosina da difetto dell'enzima
Fumarilacetoacetasi

Esordio acuto neonatale: grave insufficien
epatica, vomito, emorragie, setticemia,
ipoglicemia, sindrome di Fanconi renale.

Lattante ed epoche successive:
epatomegalia, cirrosi, scarsa crescita,
rachitismo, ematomi, tubulopatia, segni
neurologici

z&unzionalita epatica e renale

Urine: aumento silacigtone e
d-acido-aminolevulinico
Aminoacidemia: aumento di
tirosina

Nitisinone (1-2 mg/kg in due dosi)
Dieta a ridotto apporto di
fenilalanina e tirosina

Talvolta necessario trapianto
epatico

Deficit di alfa-1-

Mutazioni di alfa-1-antitripsina, il

Ittero colestatico neonatale.

Funzionalita epatica

Dosaggio alfa-1-antitripsina

Sintomatica; prevenzione fumo

antitripsina principale inibitore di proteasi del plasmatica attivo e passivo
plasma. Successivamente: bronchite cronica,
enfisema, talvolta cirrosi epatica
M. di Wilson Alterazione del metabolismo del rameEsordio dopo i 6 anni: alterazioni epatiche Funzionalita epatica Ceruloplasmima e rame sericf) ( | Dieta a basso contenuto di rame;

da difetto della proteina epatica
trasportatrice del rame

Accumulo di rame nel fegato ed in
altri organi

sia acute (insufficienza epatica fulminante
che croniche (cirrosi).

Dopo i 12 anni: sintomi neurologici (segni
extrapiramidali, disturbi neuropsichiatrici)

)

Visita oculistica alla ricerca
dell'anello di Kaiser-Fleischer
(deposito opaco corneale)

Rame urinarioy)
Biopsia epatica: accumulo di ram
Analisi mutazionale

e D-penicillamina

Glicogenosi tipo IV

Alterazione del metabolismo del
glicogeno da difetto dell’enzima
ramificante

Esordio nella prima infanzia: insufficienza|
epatica progressiva, cirrosi, ipertensione
portale, crescita stentata, ipotonia

muscolare.

Funzionalita epatica

Dosaggio attivita enzimatica

raplanto epatico
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D. Malattie metaboliche con principale coinvolgimato muscolare

| piu frequenti sintomi di presentazione delle nté&dametaboliche che colpiscono il muscolo sono
rabdomiolisi acuta, crampi muscolari e debolezgapaiati 0 meno a miocardiopatia.

Il muscolo scheletrico, nelle fasi iniziali di unténso esercizio fisico, sfrutta il glucosio come
principale fonte di energia, mentre il muscolomoso o il muscolo durante un esercizio prolungato
utilizza gli acidi grassi liberi. Di conseguenzalifetti che prevengono la normale produzione o il
trasporto di tali fonti di energia danneggianoda#ione del muscolo scheletrico, del miocardio o di
entrambi.

Miopatia scheletrica acuta

| sintomi iniziali si sviluppano generalmente nieflanzia con dolore, crampi, debolezza e
mioglobinuria nelle fasi iniziali di un intenso esigio fisico. Molto comune € il fenomeno della
‘ripresa della forza’, probabilmente dovuto al segsivo utilizzo di acidi grassi liberi. Questi
sintomi sono tipici dei difetti metabolici da ako utilizzo di carboidrati quali Iglicogenosi in
particolare leglicogenosi V e V]led idifetti della glicolisi muscolareLa diagnosi puo essere
sospettata con la dimostrazione che I'acido lat8myico non aumenta durante l'esercizio (test
dell'ischemia dell’avambraccio). Viceversa, difetti dell’ossidazione degli acidi grassin
particolare i difetti del trasportatore della céima, si manifestano in eta piu avanzata e nebe fa
tardive dello sforzo fisico. | sintomi piut comunor® debolezza muscolare e mioglobinuria,
particolarmente se I'apporto calorico prima deleszio € stato inadeguato. Oltre al digiuno, altri
fattori precipitanti sono I'esposizione al freddiofezioni e stress. In questo gruppo di disordini,
crampi muscolari sono poco comuni e il fenomendadeipresa della forza’ € assente. Questi
disordini non hanno effetto sulla produzione didaciattico, ma causano una riduzione dei corpi
chetonici durante il digiuno prolungato. Inoltré,psi0 osservare un’alterazione delle carnitine e
delle acilcarnitine sieriche. Per entrambi i grugppatologie, I'esame clinico puo essere normale
tra un episodio ed un altro. La diagnosi € semprdecmata da dosaggi enzimatici specifici su
Per quanto riguarda i difetti di ossidazione demgidi grassi, si consiglia di evitare digiuni
prolungati e di aumentare I'apporto di carboidran somministrazione di carnitina e utile nei
difetti del trasportatore della carnitina.

Miocardiopatia

Il muscolo cardiaco ¢ il principale tessuto coiiwaiellaglicogenosi tipo Il (m. di Pompggausata
dalll'accumulo di glicogeno per un difetto dellem&A alfa-glicosidasi. Nella forma classica, la
cardiomiopatia ha un’esordio precoce e grave cardiemegalia, scompenso cardiaco progressivo,
ipotonia muscolare e macroglossia. | muscoli appaspesso ipertrofici e di consistenza gommosa.
Il tracciato elettrocardiografico mostra tipicamenin intervallo PR corto, complessi QRS molto
ampi ed onde T invertite. La morte sopravviene gmeente nel primo anno d’eta. Le varianti
giovanili ed adulte hanno un andamento lentamerdgressivo e I'elemento caratterizzante € la
miopatia scheletrica. Per la glicogenosi tipo Htialmente in fase di sperimentazione una terapia
enzimatica sostitutiva con enzima ricombinante.

Al di la della glicogenosi tipo Il, numerose altngalattie possono presentare miocardiopatia in
associazione ad altre manifestazioni cliniche. quaste: disordini del metabolismo degli acidi
grassi, glicogenosi tipo IV, difetti della catenespiratoria mitocondriale, acidemie organiche
(propionicoacidemia, metilmalonicoacidemia) ed akmucopolisaccaridosi.
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E. Malattie metaboliche con principale coinvolgirento renale

Un coinvolgimento renale, con compromissione dielfezione glomerulare e/o tubulare, puo essere
presente in numerose malattie metaboliche qualinddattie mitocondriali e perossisomiali, la
galattosemia, la tirosinemia, I'intolleranza alttasio e la malattia di Wilson, in associazione ad
altri sintomi. Tuttavia, alcune patologie, comeciatinosi e la cistinuria, presentano un quadro
clinico d’esordio principalmente renale.

La cistinosie causata da un’anomalia della proteina di traspdre media I'efflusso di cistina dal
lisosoma. Ne consegue un accumulo di cistina mitteéssuti, ma il danno al tubulo renale avviene
in una fase estremamente precoce della malatbaupendo cosi una sindrome di Fanconi renale
(tubulopatia prossimale con perdita nelle urine ghiicosio, fosfato, aminoacidi, proteine,
bicarbonato, elettroliti ed altri soluti). L'insudfenza renale si manifesta generalmente a patéire
sei anni d’eta. Altre manifestazioni cliniche, gial primo anno di vita, sono crescita stentata,
disidratazione, debolezza (conseguente a perditaletiroliti), acidosi, rachitismo, fotofobia e
retinopatia pigmentaria per deposizione di cristdil cistina. La diagnosi e possibile grazie al
dosaggio diretto della cistina nei leucociti. Laafga consiste nel trattamento degli squilibri
elettrolitici e nella somministrazione di cisteamin

La cistinuria € una malattia relativamente comune causata dazioni del suo trasportatore a
livello del tubulo prossimale renale e dell'epiteligastrointestinale. La sintomatologia €
conseguente alla scarsa solubilita della cistirlke ngine che determina la formazione di calcoli
renali. La diagnosi di cistinuria dovrebbe esse@usa in tutti i pazienti con nefrolitiasi mediaurit
dosaggio della cistina nelle urine. Il trattameatbtnalizzato a migliorare la solubilita della @t
aumentando l'apporto di liquidi e alcalinizzando ueine con bicarbonato o citrato. Per |l
trattamento di calcoli gia esistenti, la terapienpoende I'uso di penicillamina o captopril.
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Lysosomal storage disorders:
commonalities and differences
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Summary

Lysosomal storage disorders, like many other groups of metabolic diseases, show a wide range of clinical
phenotypes. Physical signs can be a clue to suspect and to potentially diagnose a lysosomal storage
disorder, but in the early stages, signs can be mild and nonspecific and are often not easily recognized.
As the disease progresses, some clinical manifestations, such as coarse facies, skeletal dysplasia, and
developmental delay, can alert the physician to the possible diagnosis of a lysosomal storage disorder.
Different lysosomal storage disorders share common signs and symptoms. We will consider the five main
groups of these: involvement of the central nervous system (CNS), visceromegaly, a Hurler-like pheno-
type, haematologic findings, and the presence of a macular cherry-red spot. Various combinations of these
signs can give a rather precise indication of the further diagnostic procedures that are needed to identify
specific groups of lysosomal storage disorders. A high index of suspicion should be maintained so that
diagnosis can be made quickly, followed by appropriate treatment. This is of great importance since
innovative therapeutic approaches have been developed for some of these conditions, and these modalities
are more effective if started at the earliest stages of the disease.

General features of lysosomal storage disorders

his chapter is aimed at helping physicians, particularly paediatricians, to raise their

awareness of lysosomal storage disorders (LSDs) and start, as early as possible, the

appropriate actions needed to take care of the patient and his or her family in the
framework of a multidisciplinary team approach.

Genetics

LSDs are rare genetic diseases with a combined incidence of 1 in 7, 000 to 10, 000 live births.
About 50 different LSDs are known. Almost all LSDs are transmitted in an autosomal recessive
fashion, whereas only a few are inherited with an X-linked mechanism, either recessive (in
Hunter disease or in Fabry disease) or dominant (in Danon disease). A positive family history
can help to raise the physican’s awareness of a possible genetic disorder. Autosomal recessive
disorders can be suspected when two or more siblings are affected or parents are consanguineous

3
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LYSOSOMAL STORAGE DISEASES

or when the family comes from a small isolated community, whereas in X-linked conditions
only males are affected (e.g., brothers or male proband and maternal uncle) and the disease is
transmitted through female carriers.

Phenotypic variability

LSDs, like many other groups of metabolic diseases, show a wide range of clinical phenotypes,
even within a single disease type or subtype. Because of the progressive nature of LSDs, in
the early stage, symptoms are mild, nonspecific, and not readily recognizable.

The age of onset and the clinical course of LSDs can be variable, even amongst patients with
the same enzymatic defect. Many LSDs have different forms, defined as infantile (early and
late), juvenile, and adult. We also know that affected sibs who share the same genetic muta-
tion(s) can present at different ages and have symptoms that progress at different rates (Fig. 1)
(Andria er al., 1979). Many LSDs, as well as other monogenic diseases, behave as multifactorial
conditions, where unknown modifying genes or environmental factors influence the individual
clinical presentation in spite of the identical molecular basis of the disease.

Fig. 1. Phenotypic variability in two sibs with MPS HIB. The 13-year-old girl shown at the right displays
mild coarse facies with hirsutism, prominent supraorbital ridges and thick lips, associated with severe
mental retardation and visceromegaly. The 9-year-old boy at the left did not show apparent dysmorphic
features of the face after many years; his mental retardation was very mild and visceromegaly absent.
Even mucopolysacchariduria in this boy was intermittent and in most instances undetectable.

From suspicion to the specific diagnosis

If there is no positive family history for LSDs, physical signs are the only way for the physician
to suspect these diseases at an early stage. When an LSD is suspected, biochemical confirmation
must be ascertained by testing blood, urine, or cultured fibroblasts in order to determine the
specific enzyme/protein deficiency. Molecular diagnosis is now available for most LSDs to
more precisely define the case.

Prenatal diagnosis (when indicated) is available for the majority of LSDs through enzymatic
or molecular testing or ultrastructural examination of amniocytes and chorionic villus cells.

From diagnosis to treatment
For the majority of LSDs there are currently no specific therapeutic approaches, and the objective
thus far has been to delay or treat the clinical manifestations or complications of the disease.

However, early diagnosis of LSDs is becoming more and more important nowadays, because
several innovative therapeutic approaches have become available that could be much more
effective if started early.

4
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Chapter | Lysosomal storage disorders: commonalities and differences

Specific treatments for some of these diseases include:
(1) bone marrow transplantation;
(2) enzyme replacement therapy, with the infusion of recombinant enzyme molecules;
(3) substrate reduction therapy, with small molecules inhibiting the synthesis of the sub-
strate stored as a consequence of the genetic defect;
(4) enzyme enhancement therapy, with pharmacologic chaperones.

Gene therapy is also under investigation in several LSD animal models for future transfer to
human patients (Beck, 2007).

Prognosis

Prognosis for LSDs is often unfavorable, with a progressive worsening of the clinical status,
but depends on many factors, such as type of disease, age of onset, and age at start of therapy.
Genotype—phenotype correlations usually are not strong, but sometimes specific mutations or
types of mutations are related to disease outcome, as in the case of the N370S mutation of the
B-glucocerebrosidase gene, which confers a mild non-neuronopathic course on patients with
Gaucher disease.

Common signs and symptoms of lysosomal storage disorders

Phenotypes of LSDs are highly heterogeneous, but it is possible to find some commonalities
in the clinical expressions and presentations of some groups of LSDs.

Age of onset

A first helpful indication comes from the age of clinical presentation. Because of the progressive
nature of LSDs, a neonatal diagnosis, suspected only on clinical grounds, is uncommon, A
coarse facies, generally considered a hallmark of LSDs, is only rarely present at birth (excep-
tions are, for example, newborns or infants with mucolipidosis I, GM1 gangliosidosis, or
infantile sialic acid storage disease) (Wraith, 2002). Only after several months do dysmorphic
facial features become easily recognizable (Fig. 2). A rather pathognomonic presentation at
birth in infants with various LSDs is a nonimmune hydrops foetalis, although various groups
of inborn errors of metabolism other than LSDs may affect the foetus similarly, but less com-
monly (Table 1) (Brunetti-Pierri et al., 2009).

Disorders with an early age of onset (first year of life) include Krabbe disease, Tay-Sachs
disease, and Sandhoff disease (with predominant neurologic involvement), I-cell disease, sia-
lidosis and galactosialidosis type 2. and GMI1 gangliosidosis, severe infantile type (with neu-

Fig. 2. Progression of facial dysmorphism in a child with MPS IH at (left) I year and (right) at 6 years
of age.
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LYSOSOMAL STORAGE DISEASES

rologic involvement, hepatosplenomegaly, coarse facies, and joint limitations), Pompe disease

(with cardiomyopathy and hypotonia), and the severe forms of Niemann-Pick disease (type A)
and Gaucher disease (type 2 and 3).

Disorders with age of onset after the first year of life are mucopolysaccharidoses, mucolipidoses,
Fabry disease, Gaucher disease type 1, fucosidosis, Farber disease, and the late infantile and
juvenile forms of galactosialidosis, GM2 gangliosidosis, and metachromatic leukodystrophy.

Table 1. Lysosomal disorders associated with nonimmune foetal hydrops

Disease Defective enzyme/protein
Oligosaccharidoses

GM 1 gangliosidosis B-galactosidase

Sialidosis Neuraminidase

Galactosialidosis Protective protein/cathepsin A deficiency
Gaucher disease type 2 Acid B-glucosidase

Niemann-Pick disease, type A

Sphingomyelinase deficiency

Niemann-Pick disease, type C NPCI
Farber lipogranulomatosis Acid ceramidase
Wolman disease Lysosomal acid lipase

I-cell disease

Infantile sialic storage disease

Multiple defects affecting mannose-6-phosphate receptor

Sialin

Multiple sulphatase deficiency

Sulphatase-modifying factor-1

Mucopolysaccharidoses

Hurler disease (MP_S n o-L-iduronidase .

Sly disease (MPS VII) B-glucuronidase

Morquio A disease (MPS TVA) - Galactosamine-6-sulphate sulphatase

Signs and symptoms suggestive of lysosomal storage disorders

There are no signs or symptoms that are really pathognomonic of a single disease, but a physician
must suspect an LSD and plan further diagnostic investigations when some ‘cardinal’ signs and
symptoms are observed in a child. Table 2 lists selected signs and symptoms that should alert the
physician and suggest an LSD (Wilcox, 2004). Only for the less frequent clinical abnormalities
is the specific disease reported in parentheses. Table 3 summarizes in more detail the phenotypic
variability with reference to the involvement of the main organs in selected L.SDs.

Figures 2 to 4 illustrate some of the classical findings seen in LSDs that are the bases for the
clinical algorithm proposed in the next section.

Generally, early presentations with life-threatening symptoms are promptly diagnosed (or sus-
pected), but attenuated phenotypes with later onset cannot be diagnosed for many years. In
these cases, anything that suggests a progressive disease, such as loss of acquired developmental
skills, progressive dementia, worsening behavioural abnormalities, or signs of muscular or
neurologic degeneration should be promptly recognized, because they might be the first man-
ifestations, among other causes, of an LSD.

6
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Chapter 1 Lysosomal storage disorders: commonalities and differences

Table 2. Selected signs and symptoms suggestive of a lysosomal storage disorder”

FACIES
« Coarse facial features
* “Doll-like face’ (GM2-gangliosidosis)

SKIN

* Hirsutism
* Angiokeratoma (Fabry disease, fucosidosis)

* Macroglossia * Ichthyosis, collodion baby (Gaucher disease type 2)
» Subcutaneous nodules (Farber disease)
» Extensive mongolian spots
SKELETAL BLOOD

* Skeletal dysplasia. dysostosis multiplex
with or without short stature

« Joint stiffness

* Bone crisis (Gaucher disease type 1)

* Vacuolated lymphocytes
* Foamy histiocytes
* Anemia, thrombocytopenia

HEART

* Cardiomyopathy (Pompe disease, Danon disease) * Macular cherry-red spot

« Valvular heart disease + Corneal opacities

* Vertical supranuclear ophthalmoplegy

ABDOMEN

* Hepatomegaly * Progressive mental retardation/dementia

* Splenomegaly * Peripheral neuropathy

* Cholestasis (Niemann-Pick disease type C. * Leukodystrophy (TC scan) (Krabbe disease,

neonatal) metachromatic leukodystrophy)

* Umbilical, inguinal hernias

KIDNEY
« Proteinuria, isosthenuria (sialidosis, late infantile)
* Nonimmune hydrops foetalis. neonatal ascites
(see Table 1)
* Renal failure (Fabry disease)

* Seizures

« Startling reaction (GM2 gangliosidosis)

* Myoclonus

* Ataxia

* Hypotonia (Pompe disease, Danon disease)
* Acroparesthesias (Fabry disease)

« Cataplexy (Niemann-Pick disease type C)

Cataplexy: episodes of loss of muscle tone during strong emotions such as laughing or anger; angiokeratoma: raised reddish-purple

vascular skin lesions.

“ Examples of diseases in which signs/symptoms are less frequently found are given in italics in parentheses.

A proposal for a clinical algorithm

Phenotypes of different LSDs usually overlap each other and it is difficult to suspect a specific
disease based only on physical examination. A proposal has been made to divide signs and
symptoms into five main groups according to their various associations in order to aid in clinical
suspicion, even for specific groups of LSDs (Andria & Parenti, 2004).

These groups are:

* involvement of CNS and/or mental retardation;

* visceromegaly;

* “Hurler-like’ phenotype (coarse facial features and/or skeletal dysplasia);

* haematologic signs (e.g., vacuolated lymphocytes, foamy histiocytes in the bone marrow)

(Fecarotta & Andria, 2006);

* ocular signs (in particular macular cherry-red spot).

The observed associations of the aforementioned groups of signs and symptoms are the following:

(1) Isolated involvement of CNS in infancy represents the main clinical presentation of:

(a) GM2 gangliosidoses (Tay-Sachs and Sandhoff disease) associated in all cases with

macular cherry-red spot;
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LYSOSOMAL STORAGE DISEASES

Fig. 3. Typical features of dysostosis multiplex in different examples of LSDs. X-ray of left hand and wrist
(a) in a boy with the intermediate form of MPSI (formerly classified as Hurler-Scheie phenotytpe). Note
the metacarpals with wide diaphysis and pointed distal extremities and ‘bullet-shaped’ phalanges. Lateral
view of the spine of a child with galactosialidosis (b) and GM1 gangliosidosis (c), showing the typical
deformity of lumbar vertebral bodies (hypoplasia of the anterior-superior portion) that leads in most
cases to a dorsal-lumbar gibbus.

C

Fig. 4. Typical haematologic findings in some LSDs: (a) foamy histiocyte in the bone marrow smear of a
boy with galactosialidosis; (b) lymphocyte with vacuolated cytoplasm in Niemann-Pick disease type A; and
(¢) metachromatic granules in the cytoplasm of a lymphocyte in the blood smear of a boy with MPS 1.

(b) Schindler disease type I, Krabbe disease, and metachromatic leukodystrophy, without
macular cherry-red spot.
(2) In a patient in whom mental retardation, visceromegaly and haematologic signs are asso-
ciated (Fig. 5), it is crucial to evaluate the presence of a macular cherry-red spot. If it is present,
a diagnosis of Niemann-Pick type A disease can be suspected; if it is absent, Gaucher disease
(type 2 or 3) or Niemann-Pick disease type C (classic type) must be considered.

(3) Visceromegaly and haematologic signs, without mental retardation and skeletal dysplasia
(Fig. 6), could suggest a diagnosis of Niemann-Pick type B disease (with macular cherry-red
spot a rare finding) or Gaucher disease type 1 (without macular cherry-red spot).

(4) The association of all groups of signs and symptoms (Fig. 8), including the macular
cherry-red spot, is suggestive of the early infantile forms of sialidosis, galactosialidosis, or
GM 1 gangliosidosis. Without the macular cherry-red spot, these signs are suggestive of o-man-
nosidosis, fucosidosis, aspartyl-glucosaminuria (with only hepatomegaly), GM 1 gangliosidosis,
late infantile (without visceromegaly) mucolipidosis II and IIL infantile sialic acid storage
disease, mucolipidoses 11 and III, mucopolysaccharidoses IH, II, 111, and VII, or multiple sul-
phatase deficiency.
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Chapter 1 Lysosomal storage disorders: commonalities and differences

(5) The absence of mental retardation, but the presence of visceromegaly, haematologic signs,
Hurler-like phenotype, and macular cherry-red spot (Fig. 8) could suggest galactosialidosis (late
infantile). Mucopolysaccharidoses 1S or VI must be considered in the presence of associated
visceromegaly, haematologic signs, and Hurler-like phenotype, without either CNS involve-
ment or macular cherry-red spot.

Finally, there are genetic syndromes and diseases presenting with a coarseness of the face that might
resemble that seen in the dysmorphic LSDs. However, these syndromes do not generally show the
typical associations with dysostosis multiplex, visceromegaly, haematologic findings, or ocular
features, as indicated in Figures 5-8 for LSDs. Table 4 lists such genetic syndromes and diseases
with Hurler-like features of the face and the respective OMIM number for further documentation.

Fig.5 Fig. 6
«Involvement of CNS
*Visceromegaly
| +Visceromegaly +Haematological signs
'l +Haematological signs
ﬂ..;..efg Macular cherry-red spot [NQ]” l Macular cherry-red spot
«Niemann-Pick d. *Gaucher d. types 2, 3 *Niemann-Pick d. type B (rare) *Gaucher d. type 1
type A (50%) +Niemann-Pick d. type C,
classic
Fig. 7 Fig. 8
| “Involvement of CNS
5 : *Visceromegaly
Visceromegaly
' -Haematological signs *Haematological signs
«Hurler-like phenotype *Hurler-like phenotype
[;eig Macular cherry-red spot }ﬁo E] ! No
(e es  Macular cherry-red spot | |
| Siatidosis, severe infantile (25%) sohtannosidosts ' 2 : s '
:alaiédasls. mild Inl::::lye t1,00%) R -:‘;::ﬂ;‘-:li:eonmlnum «Galactosialidosis, late infantile (50%) -m: :fmad
¥ u f
-GM, gangliosidosis, early infantile (S0%) -qaudanamimer i e i
+Infantlle Slalic acid Storage Disease
*Mucopolysaccharidoses IH, Il, I, VIl

Figs. 5-8. Clinical approach to the diagnosis of oligosaccharidoses, mucopolysaccharidoses, sphingolipidoses,
and related disorders with early (infantile) onset. The variable association of four cardinal signs or symptoms
is first considered, namely: CNS involvement of various types, visceromegaly, Hurler-like phenotype, including
Sacial dysmorphism and/or skeletal (vertebral) involvement suggestive of dysostosis multiplex, and haemato-
logie findings in peripheral blood or bone marrow smears. The presence or absence of macular cherry-red spot
is considered next, although the percentage of patients showing this spot, when described in a given disorder, is
variable (as indicated in parentheses). Roman typeface shows conditions associated with abnormal oligosac-
chariduria whereas italics indicates conditions associated with abnormal mucopolysacchariduria.

“ Absence of visceromegaly (Fig. 7). y

Conclusion

LSDs are a heterogeneous group of about 50 diseases that share a common pathogenesis.
Phenotypes of LSDs show a wide spectrum of variability from the neonatal, usually severe and
rapidly progressive course to a more attenuated one. Early diagnosis is crucial because new
therapies are available for many LSDs that are more effective if started in the earliest stages

11

293



LYSOSOMAL STORAGE DISEASES

Table 4. Genetic syndromes and diseases presenting with coarse Hurler-like face, not associated with dysostosis
multiplex, visceromegaly, haematologic findings, or ocular features typical of LSDs

Syndrome/disease OMIM number”
Coffin-Lowry syndrome ' 303300
Coffin-Siris syndrome .. 135900
Frontometaphyseal dysplasia 305620
Sotos syndrome - 117550
Williams syndrome ' 194050
Multiple neuroma syndrome 171400
Pachydermoperiostosis 167100
Patterson-David syndrome 169170
Fountain syndrome . : 229120
Costello syndrome ' ' 218040
Acromegaloid facial appearance syndrome 102150
Schinzel-Giedeon syndrome . 269150
Simpson-Golabi-Behmel syndrome i ! 312870
Pallister-Killian syndrome - : 601803
Beckwith-Wiedemann syndrome 130650
Perlman syndrome ‘ 267000

Congenital hypothyroidism

“ The OMIM number refers to the online Catalogue of Mendelian Inheritance in Man
(http://www.nebi.nlm.nih. gov/sites/entrez 7db=0OMIM&itool=toolbar)

of the disease, before progressive and irreversible damage has occurred. There are no signs or
symptoms pathognomonic of a single disease but, with scrupulous physical examination, ‘atyp-
ical signs’ (e.g.. coarse facial features, visceromegaly, loss of developmental skills) can be
noticed. They should suggest a possible diagnosis of LSDs, especially if they occur in associ-
ation, and must be further investigated with disease-specific laboratory procedures.
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