UNIVERSITA DEGLI STUDI DI PADOVA

CORSO DI LAUREA MAGISTRALE IN MEDICINA E CHIRURGIA
DIPARTIMENTO DI NEUROSCIENZE

Direttore: Prof. Raffaele De Caro

TESI DI LAUREA MAGISTRALE A CICLO UNICO

Alterazioni della corteccia cerebrale e correlati clinici
nella Corea di Huntington

Relatore: Prof. Angelo Antonini

Laureando: Leonardo Rigotto

ANNO ACCADEMICO 2022/2023






INDICE

ABSTRACT ..c.uiitiiiiiiiiiiieiiiiiiteiiiatietiesisattesessassssamessssnssasssns pag. 1
| 2 7. N 1 O RN pag. 3
1. INTRODUZIONE. .....cictiiiiuiiuiiiiiiiniieiiiiiiiiietiecietacsasseccensenees pag. S
1. Definizione € CeNNI StOTICT. .. ..vuuuteneete et e et e ee e pag. 5

1.1 Epidemiologia. .......vvuieneiti it e pag. 6

1.2 EZiologia GeNetiCa. .. ..ovuientiiii et eeae e pag. 8
1.2.1 Effetto lunghezza CAG sul fenotipo............coeeeeeiiiinin. pag. 9
I3HTT wildtype @ ru0li...c.oeneiiii e pag. 10

1.4 Patogenesi molecolare.............oooviiiiiii i pag. 12
1.4.1 Proteolisi e generazione di frammenti mHTT..................... pag. 13

1.4.2 Formazione di aggregati dimHTT.................ccoooo pag. 13

1.4.3 Disregolazione trascrizionale ..............c.cooeviiiiiiiinninnnnnn. pag. 14

1.4.4 Disfunzione mitocondriale.................coviiiiiiiiini i, pag. 14

1.4.5 Modifica post-traduzionale di mHTT.....................oo pag. 15

1.4.6 Alterazioni del citoscheletro e del traffico vescicolare.............. pag 15

1.4.7 ECCItOSSICIEA. . .. e vttt pag. 16

1.4.8 Trasmissione cellula-cellula...................ccoooiiiiiiii, pag. 17

1.4.9 Sistema ubiquitina-proteosoma (UPS) e Autofagia............... pag. 17

1.4.10 Disfunzione della microglia................ccooeeiiiiiiiiinnne, pag. 18

1.4.11 Alterazioni HTT a livello embrionale.............................. pag. 19



1.4.11.1 Sede mHTT negli embrioni umani e di topo...............pag. 22

1.4.11.2 mHTT nella secrezione e il riciclaggio

dell’endosoma. ... ....ovniii e pag 22

1.4.11.3 mHTT interrompe 1 complessi giunzionali

neuroepiteliali..........oooeiiiiiii e pag. 23

1.4.11.4 mHTT altera la progressione attraverso il ciclo

cellulare. ..o e pag. 23

1.4.11.5 mHTT orienta la neurogenesi verso il lignaggio

NEUIONALC. ...ttt e aas pag. 24
1.5 Presentazione CliniCa..........c.oouivuiiniiiini ettt e eeae e pag. 24
1.5.1 Storia naturale ed eta d’insorgenza...............cccooeveeeennn.. pag. 25

1.52 Scale di progressione ed associate alla  patologia

1.53 Scale di valutazione comportamentale PBA-HD-PBA-

St pag. 30
1.5.4 Scale di valutazione cognitiva..............cooevviiiiiinnininennnenn. pag. 31

1.5.4.1 UHDRS-FAP sezione cognitiva..........c...eevvenevnenn.n. pag. 31

1.5.4.2 Mini Mental State Examination..................c.ccceeenn.e pag. 32

1.5.4.3 Montreal Cognitive Assessment.............c..ccoeeueenenn.e. pag. 32
1.5.5 Sintomi € SeZN1 MOTOTT. .. uuvtnteenteenete et eieeeieeeneennennens pag. 33
1.5.6 Sintomi e segni psichiatriCi............ooeveiiiiiiiiiiinien pag. 34
1.5.7 Decadimento COZNItIVO.....uvinieeeeneteeiee e eaeeiieeeeeeenn pag. 36
1.5.8 Sintomi SECONdArT. ... .ouveneii it pag. 38
1.5.9 SIntomi PeriferiCi.......vvvureiriiie e eieeeeaeanns pag. 38
1.5.10 Malattia di Huntington giovanile....................ccooiininin. pag. 39

1.6 NEUIOIMAZING. .. .e ettt eetete et et et e e et ee e eeeneaeas pag. 39



1.6.1 Neuroimaging strutturale: MRI................c.oooiine. pag. 39

1.6.2 Neuroimaging funzionale: PET e fMRI ........................... pag. 42
1.6.3 MRI funzionale.............coooiiiiiiiiiiii e, pag. 42
1.6.4 Tomografia a emissione di positroni (PET)........................ pag. 44

1.6.4.1 Flusso sanguigno cerebrale e metabolismo del

EIUCOSIO. .ottt pag. 44

1.6.4.2 Funzione dopaminergica............cocoeeveenriurennennnnnns pag. 47

1.6.4.3 Attivazione della microglia....................cooieal. pag. 49

1.6.4.4 Fosfodiesterasi........o.oovivuiiiiiiiiiiiiieiiiiienieananns pag. 51

1.6.4.5 Recettori GABA.......oiiiiiiiiiii e pag. 53

1.6.5 Descrittori corticali..........ooovieiiiiiiiiiiiiiiiieie e, pag. 54
1.6.5.1 Spessore corticale..........o.ovviiiiiiiiniiiiiiiiieeeanenn, pag. 55

1.6.5.2 Local Gyrification Index (LGI)....................c.oi pag. 56

1.7 DIAZNOST. . etteteete et et et e e e pag. 63
1.7.1 Diagnosi differenziale...............coooiiiiiiiiiiiiii, pag. 65

1.8 Gestione HD ..o e pag. 66
1.8.1 Trattamento farmacologiCo..........covvievviiiiiiiiiiieeneannn. pag. 66
1.8.1.1 Segni MOtOTT. ...uvnuieiniiii e pag. 66

1.8.1.2 Segni psichiatriCl.........o.vviuiiiiiiiii i pag. 68

1.8.2 Trattamento non farmacologico..............ccceeeviiiiinninnnn... pag. 69
1.8.2.1 Fisioterapia......couvevurieieeiieeiiie e e e eeiee e pag. 69

1.8.2.2 Approccio neuropsicologico..........oveeeviiiiniinnan... pag. 70

1.8.2.3 Logopedia e malnutrizione..............oovuvveneenenennen. pag. 71

1.8.3 Assistenza fine vita...........oovviiiiiiiiiieiiieie e, pag. 71

LR KT 01 1< 1+ B R pag. 72



1.9.1 Test diagnostiCi.....oeuuieiiiiieie e pag. 72

1.9.2 Test predittivie . ... e es pag. 73

1.9.3 Diagnosi prenatale ed opzioni riproduttive......................... pag. 74

2. SCOPO DELLO STUDIO.....ccceiiiiuiiuiieiiiiniieiieiiiinesieciecacnscneees pag. 75
3. MATERIALIE METODI.....cccciiiiiiiiiiiiniiiiiiiiiieiieiiiiiiaseecennss pag. 77
3.1 Part@CIPaANti. . vttt ettt pag. 77

3.2 Esame clinico neuropsicologico. ........o.vvuiiiiiiniiiiiiiiiieieens pag. 77
3.2.1 Valutazione motoria.........ouvvuietiiiateiieeneenneeeeineananns. pag. 77

3.2.2 Valutazione funzionale..................cooiiiiiiii . pag. 78

3.2.3 Valutazione comportamentale..................cooeeieiiinninnn.n pag. 78

3.2.4 Valutazione cognitiva...........cceeveeirienieniiiieenieeeanannnn. pag. 79

3.3 Acquisizione delle immagini MRI................... pag. 83

3.4 Analisi voxel-based delle immagini MRI.............................. .. pag. 83

3.5 Analisi delle misure di spessore corticale, area superficiale e
indice di girificazione locale di superfice (LGI)................cooeiian. pag. 85

3.6 Correlato corticale e sottocorticale dei deficit motori, cognitivi

e delle variabili cliniche: analisi ROI based.........................c.ol. pag. 87

3.7 Analisi StatiStICA. ... .veet ittt pag. 88
3.7.1 Descrittiva variabili demografiche cliniche del
021101 01 0] 1 LS pag. 88

4. RISULTATL...cuuiitiiiiitiiiiiiiiieiieitiaiietesesesncsassesessnssnsansans pag. 88

4.1 Caratteristiche demografiche....................ooi i, pag. 88



4.1.1 Alterazioni motorie, cognitive e cerebrali negli stadi MDS

] €t PP pag. 92
4.2.1 Pattern di alterazione corticale................oooeviiiiiiininann, pag. 92
4.2.2 Pattern di alterazione sottocorticale...............cccceeeiniinn.ne pag. 93
4.3 Correlazione numero triplette CAG ed age of onset..................... pag. 96

4.4 Pattern di alterazione corticale e sottocorticali nei pazienti con HD: spessore

corticale, area-WM, LGI e volumi

4.6 ROI based analysis: correlazione VBM vs variabili cliniche e

ENELICRE. ... pag. 99

4.6.1 Correlazione tra le alterazioni corticali e sottocorticali in HD con il

fenotipo CliNICO. ......eiei i, pag. 99

4.6.2 Correlazione tra le alterazioni corticali e sottocorticali in HD con 1

S 1110001 1110 (0] ¥ D pag. 100

SINEOMI COZNIEIVI. ettt eett et ete et e e et e e e e e aeeeaeeeenns pag. 101

4.7 Correlazione LGI index con I’eta di esordiopag...............cc....... pag. 102

5. DISCUSSIONE....c.ciuiiuiiiiiiiieiiiiiiiiietietiiarimitsattaseesassnsan pag. 103
6. CONCLUSIONLI.....ctiiiuiieiiiiniiniieiietniieiiettesameesatsassasssasnens pag. 110



ABSTRACT

Background

Huntington's disease is a monogenetic autosomal dominant neurodegenerative
disorder due to a mutation in the HTT gene. The average age of onset is 35-50 years
of age followed by the onset of motor symptoms, including choreic hyperkinesias,
cognitive and psychiatric symptoms whose progressive course will lead to exitus in
15-20 years. The diagnosis is based on the clinic suggestive of the pathology
associated with the genetic test, while the palliative pharmacological treatment
varies according to which symptoms are present in the patient, which in turn vary
according to the number of CAG triplets and the age of onset. Several studies have
shown that it is possible to highlight, at the level of the individual patient, a
characteristic phenotype of brain alteration, the pattern of which is progressively
worsening in HD. However, given the heterogeneity between studies in terms of
the patients included and the metrics used to measure alterations by MRI, it is not
possible to define the most effective among the latter for the purposes of clinical

trials.
Aim

The aim of the study is to 1) explore the subcortical and cortical alterations in the
HD group in comparison to the HC group of age-matched healthy people via VBM;
2) characterize the nature of the cortical alterations through a multimodal approach
by investigating whether they reflect progressive cortical damage, altered cortical
plasticity or if instead they are reflection of a neurodevelopmental damage; 3)
Finally, identify which significantly altered areas better explain the described

symptoms and the clinical variables investigated.
Materials and methods

For this cross-sectional study, 19 HD patients were included and evaluated from a
genetic, clinical, behavioral, cognitive point of view and compared with a group of
34 healthy subjects of the same age range for the pattern of brain alterations by
means of PET/MRI 3T Siemens Biograph. The pattern of cortical and subcortical
alteration of the individual patient was calculated by Voxel Based Morphometry
from MPRAGE T1w3d-weighted anatomical images, then corrected for possible

vascular damage with 3d FLAIR images through a non-parametric comparison with



amyloid-free healthy subjects of the same age and sex from the ADNI dataset. The
nature of the alteration in cortex was then explored with Freesufer for the
components of atrophy (Ctf), local plasticity, and neurodevelopmental alteration
(LGI). The prevalent contribution of VBM and cortical alterations to motor
symptoms, cognitive symptoms, and functional dysautonomias was found through

step-wise regression.
Results

Our study was able to distinguish the specific contribution of cortical areas regards
motor symptoms and cognitive decline, associating instead deficits in functional
abilities to striatal degeneration and WM alterations. Furthermore, it has been
shown that cortical alteration derives from the combination in distinct areas of
reduced cortical thickness and cortical-cortical connections, whereas
neurodevelopmental misfolding is relevant only in joung onset. Clinically, a
progressive deterioration of the motor and functional portion is reported, associated
with progressive cognitive decline including social cognition, hitherto unexplored

in the literature, since the onset of HD.
Conclusions

the cortical and subcortical alterations are in line with the literature, to which new
relevant findings are added: alterations in the dorsal and ventral pathway of
language and the alteration both as bundle and cortical of the auditory component.
The different and parallel contribution observed in the subcortical and cortical in
relation to the clinical phenotype, motor symptoms and clinical symptoms suggests
possible pharmacological targets, inclusion and progression markers for future

clinical trials aimed at improving the clinical management of the patient



RIASSUNTO

Presupposti dello studio

La malattia di Huntington ¢ una patologia neurodegenerativa monogenetica
autosomica dominante causata da una mutazione del gene HTT. L’eta media di
insorgenza ¢ di 35-50 anni di eta a cui seguiranno il manifestarsi dei sintomi motori,
tra cui le ipercinesie coreiche, sintomi cognitivi e psichiatrici il cui andamento
progressivo portera all’exitus in 15-20 anni. La diagnosi si basa sulla clinica
suggestiva della patologia associata al test genetico, mentre il trattamento
farmacologico palliativo varia in dipendenza di quali sono i sintomi presenti nel
paziente, 1 quali variano a loro volta in base al numero di triplette CAG e 1’age of
onset. Diversi studi hanno dimostrato che ¢ possibile evidenziare, a livello del
singolo paziente, un caratteristico fenotipo di alterazione cerebrale, il cui pattern ¢
progressivamente ingravescente nella HD. Perd data 1’eterogeneita esistente tra gli
studi a livello di pazienti inclusi e delle metriche atte a misurare le alterazioni
mediante RM, non ¢ possibile definire tra quest’ultime la piu efficace ai fini dei

trial clinici.
Scopo dello studio

Lo scopo dello studio ¢ quello di 1) esplorare le alterazioni sottocorticali e corticali
nel gruppo HD rispetto al gruppo HC composto da sani di pari eta via VBM 2)
caratterizzare la natura dell’alterazioni corticali mediante un approccio
multimodale indagando se quest’ultime riflettano un progressivo danno corticale,
un’alterata plasticita corticale o se invece siano il riflesso di un danno da
neurosviluppo 3) identificare quali aree riscontrate significativamente alterate

spiegano maggiormente i sintomi descritti e le variabili cliniche analizzate.
Materiali e metodi

Per questo studio trasversale sono stati inclusi 19 pazienti HD valutati da un punto
di vista genetico, clinico, comportamentale, cognitivo e confrontati con un gruppo
di 34 soggetti sani di pari range di eta per il pattern di alterazioni cerebrali mediante
PET/RM 3T Siemens Biograph. Il pattern di alterazione corticale e sottocorticale
del singolo paziente ¢ stato calcolato tramite Voxel Based Morphometry a partire
dalle immagini anatomiche pesate in MPRAGE T1w3d, poi corrette per i possibili

danni vascolari con immagini 3d FLAIR mediante un confronto non-parametrico



con soggetti sani di pari eta e sesso amiloide-free del dataset ADNI. La natura
dell’alterazione in corteccia ¢ stata poi esplorata con Freesufer per le componenti
di atrofia (Ctf), plasticita locale e di alterazione da neurosviluppo (LGI). Tramite
step-wise regression si ¢ rilevato il ruolo prevalente delle alterazioni in VBM e

corticali ai sintomi motori, cognitivi e disautonomie funzionali.
Risultati

I1 nostro studio ¢ riuscito a distinguere il contributo specifico delle aree corticali
rispetto ai sintomi motori ed il declino cognitivo, associando invece alla
degenerazione striatale e alle alterazioni WM 1 deficit nelle abilita funzionali.
Inoltre, si ¢ comprovato che I’alterazione corticale deriva dalla combinazione in
aree distinte dalla riduzione di spessore corticale e delle connessioni cortico-
corticali, mentre il misfolding da neurosviluppo ¢ rilevante solo nei joung onset.
Clinicamente si riporta un progressivo peggioramento della porzione motoria e
funzionale, associata ad un declino cognitivo progressivo compresa la cognitivita

sociale, finora inesplorata in letteratura, fin dall’esordio della HD.
Conclusioni

Le alterazioni corticali e sottocorticali sono in linea con la letteratura, a cui si
aggiungono nuove evidenze di rilievo: alterazioni della via dorsale e ventrale del
linguaggio e I’alterazione come fascio e corticale della componente uditiva. Il
contributo differente e parallelo del sottocorticale e corticale in relazione con il
fenotipo clinico, sintomi motori e clinici suggerisce possibili target farmacologici,
marker di inclusione e di progressione per futuri trial clinici atti a migliorare la

gestione clinica del paziente.



INTRODUZIONE

1. DEFINIZIONE E CENNI STORICI

La malattia di Huntington (HD) ¢ una patologia neurodegenerativa ereditaria
monogenica a trasmissione autosomica dominante, il cui esordio avviene
prevalentemente tra i 35-50 anni di eta, a cui segue una progressione irreversibile

dei sintomi motori, cognitivi e psichiatrici nell’arco di 15-20 anni fino all’exitus.

La prima descrizione di un paziente affetto da HD, effettuata da Waters, risale al
1842, ma ¢ solo nel 1872 che il medico Statunitense George Huntington defini le
caratteristiche cliniche ed ereditarie di questa specifica condizione clinica

classificandola con il nome di Corea di Huntington.

Il termine corea, coniato da Paracelso nel XV secolo per la descrizione della chorea
Sancti Viti, deriva dal termine greco “yopeio”’, danza, siccome 1 movimenti coreici

hanno similitudini con 1 movimenti della danza.

In ambito medico la parola Corea definisce movimenti involontari brevi, bruschi,
imprevedibili degli arti, del tronco, del collo o del viso che passano rapidamente da
una regione all'altra in modo irregolare, fluido, non stereotipato, imprevedibile. Tali
movimenti potendo coinvolgere l’intero corpo possono interferire con la
deglutizione, la parola, la postura e 1’andatura, inoltre, sono esacerbati dall’ansia e

ridotti durante il sonno.

Nonostante la Corea rimanga uno degli aspetti piu importanti e clinicamente
eclatanti della patologia, vista 1’eterogeneita della presentazione clinica, € oggi
desueto nominarla Corea di Huntington ma ¢ da preferirsi la definizione di Malattia

di Huntington (MH o HD dall’inglese Huntington’s Disease)

Grazie alla conoscenza della natura ereditaria del HD, nota fin dal 19 secolo, e la
seguente scoperta del gene causante la patologia in IT15 (gene dell’huntingtina,
HTT, braccio corto cromosoma 4), si ¢ riusciti a definire che la causa della stessa ¢
daricercare in un’espansione ripetuta della tripletta CAG (HTT), la quale comporta
un’espansione della porzione poli glutamminica della proteina HTT e il suo

successivo mal ripiegamento.



Dal punto di vista clinico la HD si manifesta principalmente con sintomi motori
che includono Corea e disturbi della coordinazione, sintomi psichiatrici, come
depressione, psicosi e disturbo ossessivo- compulsivo tra i pitt comuni ¢ dolorosi

per i pazienti [1] ed inoltre decadimento cognitivo.

Dal punto di vista fisiopatologico la patologia ¢ caratterizzata da un’atrofia
cerebrale e una degenerazione striatale progressiva del putamen e caudato con
associata perdita dei neuroni spinosi medi (MSN) [2], inoltre, con minore entita si

evidenzia un assottigliamento a livello corticale [3].
1.1 EPIDEMIOLOGIA

La Malattia di Huntington ha una prevalenza media di 4-10/100000 nella
popolazione occidentale, con oscillazioni che variano significativamente in base
all’area presa in considerazione, le differenze etniche, culturali, e dalla metodologia

epidemiologica utilizzata. [4]

Da una revisione sistemica (Rawlins, et al. 2016) della prevalenza di HD,
quest’ultima mostra una oscillazione di oltre 10 volte in base alla regione presa in
considerazione [5]. I tassi di prevalenza piu bassi si riscontrano a Hong Kong,
Giappone, Corea del Sud e Taiwan ove oscillano da 0,11/100000 [6] a 0,72/100000
[7], che sono valori considerevolmente inferiori rispetto a quelli dell’Oceania, degli

Stati uniti ed Europa occidentale [5].

Si sono ipotizzate varie teoria per spiegare tali differenze, una di queste ipotizza
che la patologia sia migrata dall’Europa nord-occidentale ad altre parti del mondo,
con conseguenti valori piu bassi di prevalenza nei paesi prima citati [8]. Una
seconda teoria ipotizza che 1 tassi di mutazione inferiore siano responsabili dei tassi
di prevalenza piu bassi nei paesi asiatici orientali. A sostegno di ci0 ¢ stato suggerito
che I’esistenza di diversi aplotipi tra asiatici ed europei si associ a tassi di mutazione

differenti in base a quest’ultimi. [9][10].

Valori bassi di prevalenza si riscontrano anche tra la razza nera in Sud-Africa 0-
0,5/100000[11] e Zimbabwe 0.48-1.84/100000[12], pero in questo caso, rispetto ai
paesi asiatici, questi sono valori rilevati in comunitd con assistenza sanitaria

limitata.



Un dato interessante € che in Nord America si evidenzia una similitudine tra la
prevalenza della razza bianca 6,37/100000 e della razza nera 4,79/100000 [13], la
quale puo essere spiegata, almeno parzialmente, dalla presenza di antenati di razza

mista.

In Europa occidentale ¢’¢ una grossa eterogeneita nella prevalenza delle regioni,
con stime che vanno dal 0,53/100000 della Finlandia [14] al 10,85/ 100000 nella

regione italiana del Molise. [15]

La prevalenza italiana, rilevata tramite diversi studi epidemiologici, prima
dell’introduzione del test genetico, si attestava tra 2,3/100000 e 4,8/100000
[16,17,18,19,20]. La prima analisi di prevalenza dopo l’introduzione del test
genetico in Italia risale al 2015 (Squitieri, et al. 2015), la quale ha rilevato un tasso

di prevalenza di 10,85/100000 pero prendendo come riferimento il solo Molise.

Una recente metanalisi (M. Ricco, L. Vezzosi, F. Balzarini, et al. 2020) suggerisce
che 1 valori di prevalenza italiani si attestino in posizione intermedia tra quelli
dell’Europa Occidentale 3,6/100000 e del Regno Unito 6,7/100000, con valore di
4,1/100000. [20]. Nonostante le limitazioni campionarie ¢ metodologiche dello
studio, quest’ultimo evidenza I’eterogeneita genetica italiana. Ci sono aree in cui i
tassi sono ben al di sotto dell’Europa occidentale (Oristano, 0,6/100.000;
Mantova,1,5/100.000; Friuli -Venezia-Giulia, 1.9/100.000) [21,22,23], altre
relativamente alte e dei cluster come la provincia di Varese (29,2 /100000), il
Molise [15] e San Marino [24]. Tutte le aree indicate come cluster sono isolate o
montane; quindi, si puo ipotizzare che I’effetto fondatore possa aver avuto un ruolo

nell’innalzare 1 casi effettivi.

Dal punto di vista epidemiologico la HD in passato ¢ sempre stata sottostimata,
questo era parzialmente dovuto al fatto che prima dell’introduzione del test
genetico per arrivare una diagnosi ci si basava unicamente sulla presenza di segni
clinici e familiarita positiva, quindi i casi sporadici, atipici o tardivi non venivano
diagnosticati; inoltre, 1 pazienti affetti con HD venivano sempre sottoposti e trattati
con un certo stigma sociale, non spingendoli a rendere palese la loro condizione a

familiari e medici di famiglia.



La parziale risoluzione dei problemi appena elencati ¢ avvenuta tramite
I’introduzione del test genetico, che garantisce una migliore diagnosi, il tutto
associato ad una conoscenza piu diffusa della patologia tra la classe medica e la
popolazione, con conseguente riduzione dello stigma sociale, sta portando ad un
aumento della prevalenza del 15-20% della patologia in Australia, Nord America,

Regno Unito e Europa Occidentale [5].
1.2 EZIOLOGIA GENETICA

La Malattia di Huntington ¢ una malattia monogenica autosomica dominante, da
cio si deduce che un genitore affetto ha il 50% di trasmettere la patologia al figlio,

poiché un allele mutato ¢ sufficiente affinché la malattia si instauri.

La genesi del HD deriva da un’espansione eccessiva della tripletta CAG,
codificante per ’amminoacido glutammina, ripetuta all’inizio del primo esone del
gene IT15 (HTT) localizzato nel braccio corto del cromosoma 4. Questa tripletta,
cosi ripetuta, a seguito della trascrizione in mRNA del gene prima citato porta
durante la traduzione proteica alla formazione di una coda di poli glutammina
(polyQ) nell’estremita NH2 terminale della proteina ubiquitaria Huntingtina. Il
numero delle ripetizioni della tripletta CAG negli alleli del gene wild-type oscilla
tra 10 alle 35 ripetizioni, con un valore medio che si aggira sulle 18, (sebbene il
numero delle triplette medie varia in base alla prevalenza della patologia nella
popolazione presa in considerazione) [8,25]. Il cut-off di ripetizioni oltre il quale si
identifica la condizione patologica ¢ 35, sebbene la penetranza oltre questo valore

vari sempre in dipendenza del numero delle ripetizioni.

Infatti, tra le 36-41 ripetizioni la patologia presente penetranza ridotta, quindi 1
pazienti possono sviluppare sintomi di HD nel corso della loro vita oppure non
svilupparli affatto o una minima parte. [26]; mentre la penetranza della malattia ¢
completa a 40 o piu ripetizioni, invece, tra 25 e 35 si parla di un particolare

condizione definita come “allele intermedio”.

Si ipotizza che gli alleli intermedi presenti all’interno della popolazione generale
derivino da espansioni graduali di CAG nel corso di molte generazioni, perd non
presentanti la patologia. Tuttavia, recenti studi hanno individuato all’interno del
gruppo degli alleli intermedi un fenotipo comportamentale [27]. Nei pazienti

presentanti alleli intermedi € possibile che durante la meiosi gli alleli si espandano



ulteriormente, trasferendo alla prole un allele mutato presentante un numero di 36
o piu ripetizioni di CAG; tale rischio di espansione ¢ del 21% per un paziente con

35 ripetizioni. [28].

L’instabilita genetica intrinseca della tripletta CAG colpisce soprattutto il gene di
HTT, comportando espansioni o contrazioni del numero delle triplette di

generazione in generazione. [29].

Inoltre, poiché piu il numero di triplette ¢ elevato piu precocemente la patologia si
manifesta, la sintomatologia pud presentarsi sempre prima con il tramandarsi della
condizione attraverso le generazioni successive. Tale fenomeno ¢ noto come
anticipazione [30]. Quest’ultimo vista la differenza tra oogenesi e spermatogenesi
¢ piu probabile che avvenga quando I’eredita ¢ di tipo paterna [31]. Nell’eventualita
in cui il numero di ripetizioni sia maggiore di 55, con insorgenza della patologia
prima di 20 anni, si riscontra un particolare sottotipo della malattia di Huntington,

nota come Juvenile HD.

Una storia familiare dettagliata ¢ fondamentale per giungere ad una diagnosi, come
in tutte patologie genetiche, nonostante cio, il 6-8 % delle HD di nuova diagnosi
non presentano alcuna storia familiare pregressa. [32] Come gia asserito in
precedenza la mutazione de novo potrebbero derivare da espansioni di alleli
intermedi. Tuttavia, oltre alla motivazione appena espressa, altre spiegazioni alla
base della carenza della storia familiare nel paziente potrebbero derivare da una
errata o mancata diagnosi nelle generazioni precedenti, oppure un decesso precoce
dell’ascendente di primo grado per altre cause, con conseguente mascheramento

clinico del gene di HTT mutato.

1.2.1 Effetto lunghezza CAG sul fenotipo

L’esordio tipico di HD dal punto di vista clinico avviene mediante la
manifestazione dei tipici segni motori extrapiramidali. Nella forma tipica HD con
esordio di mezza eta (mid - life on set o classic on set) il numero di ripetizioni di
CAG ¢ compreso tra 40 e 55; quest’ultime contribuiscono all’eta di insorgenza del
fenotipo motorio per il 56% [33]. Altri fattori che contribuiscono a influenzare

I’insorgenza dei sintomi motori per la restante parte di pazienti sono maggiormente
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geni coinvolti nella modifica del DNA e della sua riparazione come MLH1[34]

mentre ruolo marginale hanno altri modificatori genici ed ambientali [35].

Tenendo in considerazione il numero di triplette CAG e il numero di anni libero
dalla patologia gia vissuti del paziente ¢ possibile calcolare, basandosi su dei
modelli di popolazione, la probabilita di sopravvivenza libero dalla malattia in
corso. [36,37]. Tali modelli di popolazione presentano pero ridotta applicazione nel
singolo caso, siccome non si puo predire con precisione 1’insorgenza della patologia
solamente basandosi sul numero di triplette, non essendo quest’ultime 1’unico

fattore determinante per I’insorgenza.

Frequentemente i pazienti presentano lievi sintomi motori, psichiatrici e
decadimento cognitivo anni prima della forma manifesta della patologia. La
lunghezza della tripletta CAG ¢ indipendente con I’insorgenza dei sintomi
psichiatrici e della durata della malattia dalla diagnosi alla morte, mentre presenta

una certa relazione con la velocita di progressione patologica. [38,39].
1.3 HTT WILD TYPE E RUOLI

Huntingtina ¢ una proteina di 350 kDa presentante una coda di polyQ all’estremita
NH2 terminale e sequenze multiple di consenso HEAT ripetute formate da
(Huntingtina, fattore di allungamento 3, proteina fosfatasi A2 e TORI). I motivi
HEAT presentano una strutta elica-giro-elica particolarmente compatta, che crea un

nucleo idrofobico super-elica resistente alla scissione proteolitica.[40]

Huntigtina ¢ una proteina citoplasmatica con localizzazione nucleare parziale,
siccome presenta tra gli amminoacidi 174-207 dell’estremita NH2 la sequenza di
localizzazione nucleare NLS, che interagisce con la carioferina b2 di
importazione.[41]. Sempre I’estremita NH2 interagisce, inoltre, con TPR, un poro
nucleare di esportazione; tale interazione ¢ ridotta dalle espansioni di polyQ,
favorendo progressivamente 1’accumulo patologico della proteina a livello

nucleare.[42]

Un’ulteriore sequenza di esportazione nucleare ¢ localizzata all’estremita COOH

della proteina.

HTT ¢ ampiamente localizzata nel sistema nervoso centrale, in particolare nei

neuroni striatali sparsi e in tutti 1 neuroni corticostriatali [43] con localizzazione
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cellulare prevalentemente citoplasmatica dove la proteina ¢ associata con le

membrane vescicolari.[44].

Lo sviluppo embrionale precoce necessita di huntingtina, siccome la sua assenza
porta al decesso dei topi knock-out per quest’ultima, dopo circa 8,5 giorni dalla

nascita, ancora prima dello sviluppo del sistema nervoso centrale [45,46].

La neurogenesi e la neurolazione sono entrambi processi che necessitano di HTT,
il primo per riuscire a mantenere il potenziale replicativo delle cellule neuronali
primitive durante il processo di induzione neurale [47], mentre il secondo per

controllare le interazioni omotopiche tra le cellule neuroepiteliali.[48].

L’huntingtina ¢ anche una proteina scaffold che interagisce con la B-tubulina dei
microtubuli legandosi quindi a quest’ultima, inoltre orchestra 1’assemblaggio del
complesso dineina/dinactina, il quale ¢ fondamentale per i numerosi traffici

intracellulari e la mobilita dei poli del fuso mitotico.[49].

Sebbene sia prevalentemente una proteina con sede citoplasmatica, HTT in sede
nucleare espleta il ruolo di regolare trascrizionale, in particolare favorendo
I’espressione di BDNF mediante il sequestro e I’inibizione citoplasmatica di
REST/NSRF [50], un fattore di trascrizione che down-modula la trascrizione di

BDNF.

A NORNMAIL B HUNTINGTON'S DISEASE
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Figura 1. Pathway mediata dal neuron-restrictive silencer element (NSRE) nell individuo sano
e nel paziente affetto da malattia di Hungtinton. Fonte: Irfan Z, Khanam S, Karmakar V,
Firdous SM, El Khier BSIA, Khan I, Rehman MU, Khan A. Pathogenesis of Huntington's

Disease: An Emphasis on Molecular Pathways and Prevention by Natural Remedies. Brain Sci.
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Infine, un nuovo ruolo emergente della proteina coinvolge la connettivita sinaptica,
nello specifico ¢ associata alla corretta formazione delle sinapsi eccitatorie corticali
e striatali [52] mediante ’associazione a livello presinaptico con le vescicole

sinaptiche e a livello postsinaptico contribuendo alla densita sinaptica. [53,54].
1.4 PATOGENESI MOLECOLARE

La tossicita in HD ¢ ben nota e deriva da un gain of function della proteina mutata,
poiché la stessa polyQ espansa ¢ di per sé tossica. Inoltre, una loss of function della
proteina wild-type non pud rappresentare una soluzione alla patogenicita della
proteina mutata, siccome HTT, come visto in precedenza, espleta numerosi ruoli
fondamentali nella cellula ed una sua parziale o totale inattivazione od eliminazione

porterebbe anch’essa ad una neuro degenerazione [55].

Nonostante cio, le alterazioni molecolari e i meccanismi a loro associati sono
molteplici e variegati all’interno della patologia, ed alcuni di essi potrebbero essere

possibili target per future terapie.
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Figura 2: Meccanismi cellullari coinvolti nella patogenesi della malattia di Huntington.
Normalmente le Chaperonine Hsp70 e Hsp40 promuovono il refolding della huntingtina (htt)
nella struttura nativa. In presenza di alterazioni genetiche: 1), le htt mutate alterano la capacita
modulatoria trascrizionale nel nucleo,; 2) le Chaperonine non sono piu in grado di attuare il
refolding e si ha un accumulo di HTT nel citoplasma. 3) vengono degradati dagli enzimi
proteolitici e i frammenti costituiscono conformazioni anomale a fogli beta che tendono ad
aggregarsi. 4) La traslocazione nel citoplasma di forme mutate di HTT inibendo [’azione
ubuquitina-proteasoma, contribuisce ulteriormente all’accumulo intracellulare 5) I’accumulo
citoplasmatico ha un’azione inibente sui processi di endocitosi e di trasporto vescicolare e sulla
funzione mitocondriale. 6) al fine di proteggersi la cellula riunisce i frammenti intracellulari
tossici in forma di aggregati via ubiquitinazione. 7) infine, i frammenti tossici possono
raggiungere il nucleo dove danneggiano direttamente il processo di trascrizione. Fonte:
Landles C, Bates GP. Huntingtin and the molecular pathogenesis of Huntington's disease.
Fourth in molecular medicine review series. EMBO Rep. 2004 Oct;5(10):958-63.[56]

1.4.1 Proteolisi e generazione frammenti mHTT

Numerosi studi concordano e supportano 1’ipotesi secondo cui la scissione
proteolitica, (espletata da piu proteasi, tra cui caspasi, calpaine, catepsine ¢ MMP
[57]) di mHTT, comporti la liberazione di frammenti tossici NH2 terminali,
contenenti la porzione di polyQ, espansa; i cui frammenti attraverso un processo di
accumulo, contribuiscono alla neurodegenerazione e all’attivazione di ulteriori
caspasi proteolitiche con conseguente danno cellulare massivo [58]. In verita, il
clivaggio eseguito dalle proteasi con la formazione di frammenti di HTT avviene
sia nei confronti della forma wild type che di quella mutata, pero solo i frammenti
della forma mutata sono associati ad un incremento della tossicita, per via della loro
maggiore propensione a formare aggregati nucleari rispetto a quelli citoplasmatici
meno tossici. In aggiunta, uno studio (Sathasivam et al.2013) ha ipotizzato che un
ulteriore meccanismo che potrebbe contribuire alla formazione di frammenti tossi

¢ lo splicing aberrante del primo esone della HTT.[59]
1.4.2 Formazione di aggregati di mHTT

Gli aggregati di mHTT localizzati nel nucleo, citoplasma e nelle terminazioni

assonali sono un segno patognomico distintivo di HD. [52,60]

Tali aggregati sono composti principalmente da huntigtina mutata e numerose altre

proteine, tra cui I’ubiquitina, fattori di trascrizione e HTT wild type. [60-64].
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La comprensione del loro ruolo, se protettivo o tossico, ¢ ancora dibattuto
all’interno della comunita scientifica con numerose teorie a sostegno delle diverse

tesi.
1.4.3 Disregolazione trascrizionale

La disregolazione trascrizionale ¢ un meccanismo patogenetico di HD molto
importante, che si manifesta prima dei sintomi di esordio della patologia. Studi sul
microarray DNA dei pazienti affetti di HD hanno evidenziato che il profilo di
espressione di numerosi geni ¢ altamente alterato.[65] Tale modificata espressione
genica si verifica perché la polyQ espansa di mHTT interferisce con i domini di
attivazione ricchi di glutammina di molteplici fattori di trascrizione e regolatori
della trascrizione come: P53, cAMP, responsive element-binding-protein(CREB),
CREB- binding- protein (CBP), coinvolte nella proliferazione e sopravvivenza
cellulare[63,66], PGC-la ,il cui ruolo ¢ fondamentale nel metabolismo
energetico[67], Spl ed il suo coattivatore TAFII130, per quanto concerne

I’alterazione dell’espressione del recettore D2 della dopamina[68,69].

HTT mutata, oltre a quanto gia asserito, mediante 1’inibizione dell’attivita
dell’istone acetiltrasnferasi con conseguente condensazione della cromatina, porta
a down-regolazione della trascrizione. Questo apre la strada ad una potenziale

terapia con HDAC.

Infine, la disregolazione trascrizionale di BDNF [50], con associata perdita del
supporto neutrofico di quest’ultimo, € uno dei meccanismi patologici che viene
ritenuto parzialmente responsabile dell’aumentata suscettibilita e sofferenza delle
proiezioni cortico-striatali, riscontrabili nei pazienti affetti dalla malattia di

Huntington.
1.4.4 Disfunzione mitocondriale

L’HTT mutata altera la funzionalita mitocondriale tramite diverse modalita come:
I’alterazione del normale trasporto assonale dell’organello, (con conseguente
riduzione del numero dei mitocondri a livello sinaptico e la produzione di ATP
associata ad essi), [70,71] Dlalterata interazione con la membrana mitocondriale

esterna con conseguente disfunzionalita del metabolismo del calcio [72],
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’alterazione del trasporto delle proteine mitocondriali ed il ciclo di fissione e

fusione dello stesso organello.

Approfondendo gli ultimi due punti precedentemente elencati, il trasporto proteico
mitocondriale ¢ difettoso perché mHTT interagisce e inibisce un componente del
complesso di trasporto della membrana mitocondriale interna, TIM23, e mediante
tale modifica pud favorire disfunzioni della catena respiratoria e morte
neuronale[73]. 1l fisiologico ciclo dinamico di fissione e fusione, a cui vanno
incontro 1 mitocondri in risposta agli stimoli e le necessita metaboliche, viene
invece mutato e sbilanciato verso la fissione degli organelli, poiché la Huntigtina

espansa amplifica I’attivita enzimatica della dinamina 1 (Drp-1).

La disregolazione ¢ down-modulazione trascrizionale descritta nel paragrafo
precedente coinvolge anche i geni mitocondriali, la quale comporta per esempio la
repressione PGC-1a, un coattivatore della trascrizione che modula I’espressione dei

geni coinvolti nella respirazione cellulare e la biogenesi mitocondriale. [71].

Tutte le modalita con la quale mHTT porta alla disfunzionalita vanno a sfociare in
una produzione massiva di specie reattive dell’ossigeno (ROS), le quali amplificano
a loro volta la disfunzionalita ed il danno mitocondriale. Nell’encefalo dei modelli
sperimentali di HD e pazienti morti di HD sono stati riscontrati segni da danno
ossidativo [74,75], pertanto gli antiossidanti possono rappresentare un metodo per

migliorare 1 livelli dei ROS e la funzionalita mitocondriale.
1.4.5 Modifica post- traduzionale di mHTT

L’mHTT subisce molteplici modifiche post-traduzionali in piu siti tramite
fosforilazione, acetilazione, ubiquitinazione, SUMOilazione e palmitioilazione.
Tutti questi cambiamenti possono avere un effetto sulla patogenicita di mHTT, pero

il loro ruolo e incidenza sono ancora in gran parte sconosciuti. [30]
1.4.6 Alterazione del citoscheletro e del traffico vescicolare

La HTT essendo una proteina scaffold, grazie alle sue interazioni con la proteina
associata all’huntigtina (HAP1), la proteina associata all’huntigtina di 40 kDa
(HAP40), dineine e chinesine, regola il trasporto vescicolare ed il riciclaggio di

quest’ultime.



16

Tuttavia, la forma mutata della huntigtina non interfacciandosi piu con HAP1 fa
venire meno la funzione di impalcatura svolta dalla forma wild-type della proteina,

tra microtubuli, dineine e chinesi da un lato e il carico dall’altro.

Inoltre, studi eseguiti su modelli animali e cellulari di HD suggeriscono che la
porzione espansa polyQ, tramite un effetto indiretto, potenzi la fosforilazione del
JNK3 della catena pesante della chinesina, con conseguente interruzione del legame
della proteina con i microtubuli e la perturbazione del trasporto assonale veloce.

[76].

mHTT grazie all’alterazione del traffico vescicolare inibisce il trasporto corticale
di BDNF o il trasporto retrogrado a livello striatale del suo recettore, TrkB.[78],
inoltre altera 1’interazione tra HAP1, i recettori GABA-A e AMPA e la porzione
KIFS5 della chinesina, comportando un mancato trasporto dei recettori € una parziale

inibizione della eccitabilita sinaptica [77]
1.4.7 Eccitossicita

I MSN striatali sono i neuroni che vanno incontro ad una maggiore degenerazione
nei pazienti affetti da HD. Numerosi studi ipotizzano che i neuroni striatali vengano
eccessivamente danneggiati per una eccessiva neurotrasmissione glutammatergica,
principalmente mediata dai recettori NMDA, a cui € associata una particolare forma

di morte neuronale nota come eccitossicita, [79-81]

A tale fenomeno contribuiscono vari fattori, in primo luogo nello striato sono stati
individuati valori aumentati delle subunita post-sinaptiche di NMDAR che
potrebbero spiegare la loro funzionalita aberrante in HD [82,83], predisponendo 1
neuroni striatali ad una maggiore suscettibilita alla eccitossicita[84]. In aggiunta a
cio, il traffico vescicolare alterato puo coinvolgere anche i recettori NMDAR dello
striato [85], inoltre, nella HD il bilancio tra 1’attivita sinaptica (pro-sinaptica) ed

extra sinaptica (dannosa) di NMDAR ¢ ad appannaggio di quest’ultima. [86,87].

Ulteriori studi hanno confermato che oltre ragioni appena espresse, una maggiore
suscettibilita dei MSN e della loro eccitabilita deriva da un’espressione ridotta del

canale del potassio negli astrociti presentanti mHTT [95]
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Altri studi (Lievens et al 2001, Estrada- Sanchez et al. 2009) suggeriscono che
I’eccitossicita potrebbe derivare da un ridotto uptake e clereance del glutammato o

una maggior rilascio dello stesso [88,89,90].

In sintesi, tutti gli studi, sebbene per motivazioni differenti, suggeriscono che
I’eccitossicita sia un processo patologico molto importante alla base del processo

neurodegenerativo dello striato nei pazienti con HD.
1.4.8 Trasmissione cellula-cellula

Gli studi (Lee et al .2010; Guo e Lee 2014) suggeriscono I’esistenza di una
trasmissione cellula- cellula simile a quella prionica attraverso diverse parti del
cervello da proteine come tau, o a-sinucleina e le proteine coinvolte nella HD.

[91,92].

Questa capacita “infettiva” la si riscontra all’interno del gruppo delle proteine poli
glutamminiche, di cui fa parte HTT; la seguente modalita di trasferimento avrebbe
la funzione di favorire I’interiorizzazione di questi aggregati esogeni in altre cellule,
al fine di utilizzare quest’ultimi come sede per I’aggregazione nucleare di poli

glutammine solubili nel citoplasma.[93]

I primi studi suggerivano che il meccanismo di trasferimento cellula- cellula degli
aggregati avvenisse tramite un’interiorizzazione degli stessi dallo spazio
extracellulare, ma studi piu recenti (Costanzo et al. 2013) ipotizzano che il
passaggio avvenga mediante dei nanotubi, cio¢ dei ponti di membrana ricchi di
actina che collegano tra di loro le cellule e permettono di veicolare il contenuto
citoplasmatico in modo simile a quello che avviene nei prioni. Per la seguente

motivazione il trasferimento viene definito prion-like.[94]
1.4.9 Sistema ubiquitina- proteosoma (UPS) e Autofagia

La degradazione delle proteine intracellulari mal ripiegate puo avvenire solamente
attraverso due percorsi: il sistema ubiquitina proteasoma (UPS) e il sistema
autofagico-lisosoma. La compromissione dell’UPS da parte della forma mutata di
HTT ¢ stata comprovata da studi sia nei modelli murini di HD che nel tessuto

cerebrale umano post-mortem [96].
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La motivazione di una ridotta attivita del proteo soma nel HD puo essere ricercata
nel sequestro di componenti dell’UPS negli aggregati proteici patognomici, che si
riscontrano all’interno della patologia, [97,98,99] o dall’ interazione del proteo

soma con aggregati di huntingtina resistenti alla degradazione. [100]

Nel HD [lalterazione e la disfunzionalita del trasporto assonale descritta in
precedenza coinvolge anche gli autofagosomi del sistema autofagico-lisosoma.
Nello specifico cid comporta una inefficiente fusione tra 1’autofagosoma e il
lisosoma a cui segue una degradazione inefficiente del contenuto proteico

dell’autofagosoma. [101]
1.4.10 Disfunzione della microglia

Gli aggregati di Huntingtina, sebbene in numero minore rispetto ai neuroni, Sono
stati riscontrati anche nelle cellule gliali, soprattutto astrociti,[102] ma tale
discrepanza puo essere attribuita sia della mancanza di divisone dei neuroni, che di
una efficienza omeostatica proteica meno efficiente di quest’ultimi [103].
Nonostante ci0, una reazione di gliosi reattiva ¢ stata individuata sia nei modelli
murini di HD [104] che nel cervello post-mortem dei pazienti di HD [105], facendo

quindi ipotizzare ad un contributo delle cellule gliali nella patologia.

Le cellule della glia maggiormente coinvolte nella patogenesi sono gli astrociti, le
cellule piu numerose, che in condizioni fisiologiche forniscono un ruolo di supporto
al neuroni e sono capaci di captare e riassorbire il glutammato extracellulare in

eccesso, cosi evitando ’eccitossicita.

Lo studio (Bradford et al. 2009; Bradfors et al. 2010), nel tentativo di comprendere
il ruolo effettivo degli astrociti nella patologia della HD, ha inserito selettivamente
negli astrociti, di un modello murino, uno huntingtina wild type presentante al NH2-
terminale un 160Q). Sebbene non siano stati evidenziate degenerazioni neuronali o
gliali, 1 topi hanno comunque sviluppato dei segni neurologici tardivi associati a
livelli ridotti del trasportatore del glutammato GLT-1[106]. Un successivo studio
(Bradfrord et al.2010) in seguito all’inserimento della mHTT sia nei neuroni che
negli astrociti ha riscontrato un peggioramento del fenotipo unicamente neuronale,

confermando cosi il contributo degli astrociti alla patologia.[107]
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Gli astrociti in HD contribuiscono alla patologia anche mediante una ridotta
secrezione delle chemochine CCL5[108] e BDNF [109], inoltre, astrociti dei
modelli murini di HD presentano livelli ridotti del canale del potassio Kir4.1, il che

comporta un aumento extracellulare di potassio e della eccitabilita neuronale.[110].

L’ Huntingtina ¢ espressa nelle cellule del sistema immunitario, tra cui la microglia
nel SNC. Quando quest’ultime presentano mHTT, tramite un effetto cellulare
autonomo, almeno parziale, modulano positivamente la trascrizione dei fattori pro-
inflammatori con conseguente rilascio massivo di citochine pro-infiammatorie e

chemochine, inducendo una neuro inflammazione.[30]

La neuro infiammazione indotto dalla microglia risulta infatti un aspetto implicato
nella neurodegenerazione riscontrata sia nei late-onset che nei pre-sintomatici

premanifesti ma portatori del gene patologico per HD [111].
1.4.11 Alterazioni HTT a livello embrionale

Lo sviluppo del SNC richiede il susseguirsi di processi tra di loro sovrapposti di:
neurogenesi e differenziamento cellulare, migrazione neuronale, sinaptogenesi,
formazione di circuiti neurali e potatura sinaptica associata a mielinizzazione. I
primi due processi prendono piede nello neurosviluppo prenatale, mentre i restanti
tre continuano ad agire fino all’eta adulta, essendo parte della maturazione cerebrale

post-natale.
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Figura 3. Modello dei potenziali effetti della HTT mutata nello sviluppo del cervello nel HD a
esordio giovanile tardivo. Fonte: Bakels HS, Roos RAC, van Roon-Mom WMC, de Bot ST.
Juvenile-Onset Huntington Disease Pathophysiology and Neurodevelopment: A Review. Mov
Disord. 2022 Jan;37(1):16-24.[112]
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Mentre i meccanismi ¢ le alterazioni, descritti nei paragrafi precedenti, sono alla
base del processo neurodegenerativo e del manifestarsi dei sintomi non appena il
danno cellulare ¢ rilevante per la funzionalita del tessuto; ulteriori studi hanno
evidenziato come tali ed altri meccanismi agiscano tramite 1’alterazione dei

processi di neurosviluppo a livello embrionale.

Per introdurre il seguente argomento bisogna enunciare [’ipotesi dello
neurosviluppo anormale nella HD, e in altri disturbi neurodegenerativi, la quale
afferma che: il gene causante la patologia ¢ influente sullo sviluppo di una regione
cerebrale specifica o di uno specifico circuito cerebrale, pero allo stesso tempo le
cellule anormali di quella specifica regione o circuito, aventi una crescita alterata,
vengono compensate nelle prima fasi di vita senza che si instaurino dei sintomi
evidenti[113]; Infatti le cellule che si sono sviluppate in maniera anomala

permangono in uno stato definito “stato stazionario mutante”. Perd quest’ultima

condizione appena definita fa si che le cellule alterate, avendo un’omeostasi
cellulare disregolata, rimangano molto vulnerabili a disfunzioni e degenerazioni
che si manifestano piu tardi nella vita derivanti da stress e tensioni fisiologiche
(plasticita sinaptica puberale e il processo di invecchiamento) oppure patologiche
come gli effetti tossici di mHTT in HD. Alla fine, la patologia evolve in un processo
degenerativo, ma la prima alterazione che ha dato il via al processo patologico risale

allo sviluppo anormale embrionale.

In sintesi, l’ipotesi di Mehler e Gokhan [113] afferma che le malattie
neurodegenerative hanno come punto di partenza uno sviluppo cerebrale aberrante
in delle specifiche sottopopolazioni neuronali regionali. Nello specifico sia degli
studi molecolari [114-116] che sui topi [116] hanno dimostrato che la
degenerazione dei MSN striatali ¢ preceduta da uno sviluppo anormale di

quest’ultimi.[117]

Come affermato in precedenza, la motivazione per la quale fin dalle fasi iniziali non
si instaurano problemi funzionali, nonostante la crescita anormale dello striato, ¢
dovuta dalla presenza di circuiti neuronali compensatori che coinvolgono
componenti non striatali, in particolare il cervelletto. Infatti, quest’ultimo ¢

coinvolto nel circuito striatale attraverso la via indiretta; grazie a cio il cervelletto



21

puo eventualmente compensare un percorso indiretto difettoso, al fine di mantenere

un sistema equilibrato e prevenire lo sviluppo di movimenti involontari [118-120].

Uno studio recente ha rilevato che i portatori di mutazioni HD di appena 6 anni
mostrano una iperconnettivitd compensatoria tra striato e cervelletto, la quale
comporta un’ipertrofia compensatoria dello striato non mantenuto nel tempo per
via dell’incapacita metabolica di sostenerlo nel tempo, a cui segue una perdita

progressiva delle connessioni striato-cerebellari fino alla disfunzione striatale.[121]
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Fig.4 Teoria sull eziologia di HD Fonte: van der Plas E, Langbehn DR, Conrad AL, Koscik TR,
Tereshchenko A, Epping EA, Magnotta VA, Nopoulos PC. Abnormal brain development in child
and adolescent carriers of mutant huntingtin. Neurology. 2019 Sep 3,93(10):e1021-e1030. doi:
10.1212/WNL.0000000000008066. Epub 2019 Aug 1. PMID: 31371571; PMCID:
PMC6745731.[122]

Al fine di evidenziare I’alterazione nello neurosviluppo dei pazienti con HD, lo
studio (Barnat, Capizzi, et al. 2020)[123] ha esaminato il tessuto di feti umani
portatori della mutazione per HD aventi 13 settimane di gestazione (GW13). Tali
tessuti, in sintesi, evidenziavano chiare anomalie nella corteccia in via di sviluppo,
compreso 1’errato posizionamento di mHTT e delle proteine del complesso
giunzionale, difetti nella polarita e nella differenziazione delle cellule
neuroprogenitrici, ciliogenesi alterata e anomalie mitotiche e nella progressione del

ciclo cellulare.[123]

Inoltre, mHTT ¢ responsabile della compromissione della divisione delle cellule

progenitrici neurali, della migrazione e dellla maturazione neuronale [124-126],
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inducendo lo sviluppo di una corteccia piu sottile nei topi HD [127]; in verita tale
nozione ¢ sostenuta dagli studi di neuroimaging umani che hanno rilevato un
volume intracranico ridotto nei portatori della mutazione HD a partire dei 7 anni di
eta. [128-129]. Bisogna tenere in considerazione che la perdita del volume corticale
prende piede prima che compaiano i sintomi e che i difetti a carico della rete
corticostriatale conducano alla disfunzione e degenerazione dello striato. [129-

132].

Andiamo ora ad analizzare piu nel dettaglio i processi patologici del neurosviluppo

evidenziati dallo studio (Barnat, Capizzi, et al. 2020)[123].

1.4.11.1 Sede mHTT negli embrioni umani e di topo

Nella 13 settimana di gestazione 1 neuroni corticali che prima si proiettano verso lo
striato e che successivamente si deteriorano nella HD derivano dalle cellule
progenitrici nella zona ventrale. I progenitori apicali, infatti, estendono i loro
processi allo stesso tempo verso la superfici apicali e basali della parete
neuroepiteliali, mentre 1 loro nuclei si muovono avanti ed indietro tra le varie
superfici in concerto con la progressione del ciclo cellulare, tutto il processo appena

descritto ¢ noto come migrazione nucleare intercinetica; Quest’ultimo, comune a

tutti i neuroepiteli pseudostratificati in via di sviluppo, ¢ fondamentale per
mantenere 1’equilibrio tra il rinnovamento del progenitore e la differenziazione
dello stesso, mediante il controllo dell’esposizione dei nuclei progenitori apicali ai

segnali proliferativi rispetto a quelli neurogenetici.[133-134]

Usando un anticorpo capace di riconoscere sia HTT che mHTT si ¢ riuscito ad
esaminare 1’espressione di HTT nella zona ventrale della corteccia nei GW13 con i
seguenti riscontri: nei tessuti wild-type la colorazione delimitava la superficie
apicale della zona ventrale e si diffondeva distribuendosi nell’intera regione basale,
mentre nei portatori mHTT la colorazione si ¢ localizzata nell’estremita apicale dei

processi.

1.4.11.2 mHTT nella secrezione e il riciclaggio dell’endosoma

I progenitori apicali riescono a mantenere la loro polarita attraverso sia I’endocitosi
che il traffico proteico dalla rete trans-Golgi alla membrana plasmatica

dell’estremita apicale.[133] Nella HD sia D’endocitosi che il traffico delle
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membrane del Golgi sono disregolate, infatti, come citato nei paragrafi precedenti
,una delle funzioni principali di HTT wild-type ¢ quella regolare e permettere il
trasporto vescicolare, che pero nei progenitori apicali risulta essere alterato sin dalle

prime fasi dello sviluppo embrionale.[123]

1.4.10.3 mHTT interrompe i complessi giunzionali neuropeiteliali

Le estremita apicali presentano dei complessi giunzionali [124-129] costituiti da
proteine a giunzione stretta ed a giunzione aderente, (come ZO1, PAR3, NCAD e
[B-catenina) [132], che collegano tra di loro i progenitori vicino permettendo cosi di
sigillare il neuroepitelio. Nella HD a causa dell’azione della HTT che regola il loro
traffico in maniera alterata risultano altamente disregolate con coseguente perdita

dell’integrita neuroepiteliare.

La HTT ¢ in parte codistribuito con PAR3, NCAD, ZO1 e B-catenina a livello
dell’estremita apicale del GW13, invece i livelli di ZO1, NCAD e B-catenina sono
elevati nella superficie apicale della zona ventricolare ed ancora piu elevati nei
tessuti HD, il tutto associato ad una riduzione delle proteine appena citate nella
regione basale. Per la proteina PAR3 la disregolazione ¢ diversa rispetto alle altre
proteine nella HD, poiché il suo livello di espressione ¢ sottoregolato; quindi, la sua
delimitazione nella superficie apicale ¢ diminuita invece che essere aumentata nella

patologia.

In condizioni patologiche le interazioni di mHTT con ZO1, PAR3 e B-catenina

vengono interrotte rispetto a quelle presenti nella proteina in forma wild-type.[123]

1.4.11.4 mHTT altera la progressione attraverso il ciclo cellulare

L’integrita dei complessi giunzionali apicali ¢ fondamentale per una corretta
progressione attraverso la migrazione nucleare intercinetica, ove i nuclei delle
cellule progenitrici sorte sulla superficie apicale si muovono verso il basso durante
la fase GI1, entrano e completano la fase S e successivamente ritornano sulla

superficie apicale per andare incontro alla divisione. [133-134;140-141]

Come detto nel paragrafo precedente i complessi giunzionali non si formano
correttamente in presenza di mHTT, ed esaminando la progressione del ciclo

cellulare nei progenitori apicali si ¢ riscontrato un indice mitotico dimezzato nei
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portatori del gene mutato rispetto ai sani. Quindi nella HD, il pool di cellule

proliferanti ¢ grandemente diminuito. [123]

1.4.11.5 mHTT orienta la neurogenesi verso il licnaggio neuronale

Il ciclo cellulare ¢ correlato con 1’assemblaggio (durante la fase GO) e lo smontaggio
(all’inizio della fase M) del ciglio primario a livello dell’estremita del progenitore
apicale [133-141]. Dallo studio si € rilevato che sia la lunghezza che la densita delle
ciglia erano piu elevate nella regione apicale della corteccia nei pazienti HD rispetto
ai controlli; quest’ultimo aspetto ¢ un indicatore della mancata progressione del
ciclo cellulare nelle cellule apicali, siccome una fase G1 piu lunga associata ad una
transizione G1/S rapida ¢ una caratterizzazione delle cellule progenitrici orientate

verso il lignaggio neuronale. [141-142].

La valutazione dell’orientamento delle ciglia che ¢ stata eseguita tramite
I’etichettatura delle sezioni cerebrali apicali con F-actina ¢ per le sezioni basale
con Arl13b e y-tubulina, ha riscontrato che la proporzione delle ciglia basolaterali
adibite alla segnalazione della generazioni basali era maggiore nei campioni HD
rispetto ai sani; inoltre, nei campioni HD umani si ¢ evidenziata una percentuale
maggiore di progenitori basali nella zona ventricolare, nella zona subventricolare e

nella zona subventricolare interna rispetto ai controlli.

In sintesi, la mHTT si localizza in modalita errata nei complessi giunzionali, altera
la polarita del neuroepitelio umano e interferisce con il ciclo cellulare dei
progenitori apicali, portando ad un minor numero di cellule proliferanti e piu
progenitori neurali che entrano in modo prematura all’interno dello specifico
lignaggio. Tutto ci6 € concorde con 1l fatto che mHTT regola 1’adesione cellulare,
la polarita, I’organizzazione epiteliale [48] ed inoltre la transizione mesenchimale

¢ accelerata.[143]
1.4 PRESENTAZIONE CLINICA

La malattia di Huntington ¢ un una patologia neurodegenerativa ad ereditarieta
autosomica dominante caratterizzata da una triade di sintomi motori, psichiatrici e
cognitivi progressivi. L’eta media di insorgenza ¢ 45 anni ed ¢ fatale 15-20 anni

dopo I’insorgenza della patologia.
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HD presenta una grossa eterogeneita clinica, anche all’interno della stessa famiglia,
per quanto riguarda D’equilibrio tra le caratteristiche motorie, cognitive e

psichiatriche predominanti.
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Fig. 5 Storia clinica della malattia di Hungtington. Fonte: Reilmann R, Leavitt BR, Ross CA.
Diagnostic criteria for Huntington's disease based on natural history. Mov Disord. 2014 Sep
15;29(11):1335-41.[144]

1.5.1 Storia naturale ed eta d’insorgenza

All’interno della HD possiamo riconoscere diverse fasi della patologia.
Inizialmente sono presenti due fasi, prima la fase pre-sintomatica pre-manifesta e
poi prodromica pre-manifesta, all’interno della quali, i pazienti portatori della
mutazione del gene HD ma non presentanti 1 sintomi motori “caratteristici” sono
indicati come “pre-manifesti”. Quest’ultimi possono manifestare segni motori,
psichiatrici o cognitivi lievi in dipendenza dalla distanza d’esordio della patologia.
Infatti, 10-15 anni prima della data d’insorgenza i pazienti pre-manifesti sono
indistinguibili dai controlli sani e con 1’avvicinarsi dell’esordio della malattia, 1
pazienti iniziano a manifestare sintomi prodromici, tra cui: lievi deficit motori, lievi
disturbi di equilibrio, lievi deficit cognitivi, sottili cambiamenti della personalita

inclusi apatia ed irritabilita e depressione.

Successivamente quando il paziente sviluppa sintomi motori tipici, come le
ipercinesie coreiche, o atipici (Akinesia non rigid variant; Ataxia variant; Dystonia

Variant) ma anch’essi suggestivi di HD si parla per convenzione di HD “manifesta”.
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II sintomo di esordio predominante della patologia ¢ quello motorio, ma non ¢
I’unico che si pud manifestare. Infatti, dallo studio (Di Maio e Squitieri et al.1993)
[145] che analizzava mediante un questionario i sintomi di esordio in un pool di
pazienti, si ¢ evidenziato che il 59% dei pazienti aveva esordito con un sintomo

motorio, un 23% con un sintomo psichico-cognitivo e il 18% con entrambi.

All’interno dei sintomi motori il prevalente era la corea, ma altri sintomi motori
d’esordio minori erano: instabilita, disartria, perdita di equilibrio. Invece, 1 sintomi
psichici piu rappresentati erano: depressione, perdita di interessi, paranoia,

allucinazioni o declino cognitivo.[147]
La HD puo essere suddivisa anche in base all’eta di insorgenza della patologia in:

e Early Onset se I’insorgenza avviene prima dei 20 anni di eta
e (Classic Onset se I’insorgenza avviene all’interno del range di 20-59 anni eta

e Late Onset se I’insorgenza avviene dopo i 60 anni di eta.

Come detto anche in precedenza il fattore che influenza maggiormente ’eta di
esordio ¢ il numero di triplette CAG espanse nel primo esone del gene IT15, con
una correlazione inversamente proporzionale tra il numero di triplette ed eta di
esordio. In verita la correlazione diviene lineare solo in presenza di espansioni
ampie CAG lenght>60, mentre con espansioni intermedie (30-60) la forbice di

esordio si allarga rendendo possibile sia un esordio in classico o late onset.[146].
Il numero di triplette ¢ responsabile del 66% della varianza dell’eta di esordio.

Si sono ricercati a livello genetico loci all’interno del gene IT-15, in geni limitrofi
o fattori ambientali che potessero essere responsabile della modifica dell’eta di
esordio della HD [147,148]. I principali geni studiati e indicati come modificatori
sono stati: ApoE, BDNF, polimorfismo NR2A e NR2B del recettore NMDA,
HAPI, GIRK2, UHC-L1, CNR1, NPY e NPY2R.

Tuttavia, nessuno di questi ¢ stato comprovato come certo modificatore dell’eta

d’insorgenza nei pazienti affetti da HD. [149-155]
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Tabella I Stadi della malattia di Huntington [156]

A Preclinical stage

Al At risk stage (50%), one

affected parent

- Anxiousness for the future
- Uncertainty about carrieship

- Care for affected parent

A2 Gene carrier, premanifest stage

-Certainty about carrieship
-New position in the family
-Renewed uncertainty about onset

-Care for affected parent and own family

A3 Transition phase

-Strong feelings about changes in cognition
-Changes in behaviour
-Changes in motor activity

-Uncertaintly remains

B Clinical stage, manifest stage

B1 Clinical stage I

-Presentation first symptoms: neurological,
cognitive or psychiatric

-Chorea most prominent symptom

-Indipendent in ADL

-Burden for the family mainly psycological

-Rare death, unless suicide

B2 Clinical stage 11

-Motor disturbance more generalised

-Physical dependence starts

-Burden for the family psychological and
physical

-Death by other cause, suicide, euthanasia

B3 Clinical stage III

-Severe generalised motor disturbance
-Almost complete physical dependence
-Patient completely dependent on care
-Burden for family mainly physical
-Death

1.5.2 Scala clinica associata alla patologia UHDRS

La valutazione dei pazienti avviene mediante parametri clinici standardizzati e

riconosciuti a livello internazionale contenuti nella scala UHDRS (Unified

Huntington’s Disease Rating Scale), ideata e convalidata nel 1996 dall’Huntington

study Group”. [157].
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La scala ¢ suddivisa in quattro sezioni separate: la prima valuta I’aspetto motorio
(Motor Assessment), la seconda 1’ambito cognitivo (Cognitive Assessment), la
terza quello comportamentale (Behaviour Assessment), invece 1’ultima sezione

valuta le capacita funzionali.

UHDRS I (Motor Assessment) ¢ composta da 31 items motori e ad ognuno di essi

viene associato un punteggio che va da 0, assenza di anomalie, fino al 4 che indica

la compromissione piu grave.

Alcuni degli items valutati sono: la motilita oculare, i movimenti volontari, la
bradicinesia/rigidita, la deambulazione, la stabilita posturale, 1’equilibrio, la
distonia e i movimenti coreici. Una menzione speciale meritano questi ultimi due
parametri, poiché¢ il punteggio che gli viene attribuito rispecchia tanto la gravita che
la frequenza del sintomo (0= assente; 1=scarsa/saltuaria; 2= lieve/ frequente o
moderata saltuaria; 3= moderata/frequente; 4= grave continua e prolungata),

inoltre, presentano piu sezioni di valutazione:

e Distonia 5 sezioni (arto inferiore destro e sinistro, arto superiore destro e

sinistro, tronco),

e C(Corea 7 sezioni (faccia, regione oro-bocca-linguale, arto superiore destro,

arto superiore sinistro, tronco, arto inferiore destro, arto inferiore sinistro).

Dalla somma di tutti gli item del UHDRS I si ottiene il Total Motor Score (TMS),
il quale fornisce un punteggio compreso nell’intervallo 0-124; quanto quest’ultimo
¢ elevato tanto piu va a indicare un danno motorio rilevante e grave. Il valore di
TMS ¢ utile ai fini diagnostici, poiché dalla congiunzione di quest’ultimo e
I’impressione clinica del paziente, il medico assegna un punteggio di confidenza
diagnostica (Disease Rating Scale Diagnostic Confidence Score; DCS) compreso
tra 0-4, che riflette la sua convinzione che i segni motori siano rappresentativi di

HD.

UHDRS 1I (Cognitive Assessment) valuta le capacita cognitive del paziente

mediante dei test neuropsicologici:

e Test di fluenza per lettera e categoria semantica
e Stroop test (denominazione colori, lettura delle parole, interferenze)

e Symbol digit modalities test
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Lo score cognitivo totale si ottiene sommando i vari test e tanto piu lo score ¢ basso
piu le prestazioni cognitive sono in declino. Nelle fasi avanzate della patologia ¢

difficile per il paziente eseguire 1 test che hanno quindi un effetto pavimento.

UHDRS 11T (Behavior assessment), la sezione comportamentale di UHDRS si

suddivide in 11 item adibiti a valutare segni e sintomi comportamentali ad ognuno
dei quali viene dato un punteggio da 0 a 4, in base a gravita e frequenza, dove lo 0

indica che non ¢ presente e 4 che ¢ grave e frequente.

Il punteggio comportamentale totale viene calcolato tramite la somma delle varie
voci di frequenza e gravita, ed il suo range di valori va da 0 (nessun sintomo

comportamentale) a 88 (sintomi comportamentali gravi).
UHDRS 1V, la valutazione funzionale si suddivide in tre componenti:

e Capacita Funzionale Totale (TFC) fornisce una valutazione standard sulla
funzionalita complessiva nel paziente affetto da HD ed ¢ utile per
evidenziare e valutare la progressione della patologia nel tempo. 11 TFC
valuta gli individui sotto i1 seguenti aspetti: occupazione, gestione delle
finanze, faccende domestiche e attivita della vita quotidiana. Il punteggio
varia da 13 (funzionalita normale) a 0 (perdita completa di funzionalita).

e Scala di valutazione funzionale (FAS) ¢ composta da 25 domande a risposta
secca si/no sulle attivita quotidiane comuni, ogni risposta vale 1 ed il
punteggio € compreso nell’intervallo 0-25.

e Scala di indipendenza (IS) valuta il livello di indipendenza del paziente

mediante un singolo punteggio tra 10 e 100.

In tutti i punteggi che valutano la capacita funzionale, piu il punteggio ¢ basso piu

¢ presente un deficit in quello specifico ambito.

In seguito all’esordio della malattia, quest’ultima va incontro ad una progressione
che viene suddivisa in 5 stadi che sono stati descritti dalla classificazione di
Shoulson e Fahn. Inoltre, le medesime fasi corrispondono anche al punteggio del
TFC di UHDRS, siccome ¢ basato sugli stessi domini funzionali. (Tabella IT). Nella
pratica clinica vengono utilizzati i termini piu generali di stadio precoce, moderato

ed avanzato della patologia (Tabella III)
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Tabella 11 1l sistema di stadiazione di Shoulson-Fahn

Total Functional Capacity (TFC) Stage

11-13 1
Early
7-10 II
Moderate or mid 4-6 il
Advanced or late 1-3 v
0 \Y/

Tabella Il Relazione tra Capacita funzionale totale (TFC) e la classificazione
di Shoulson-Fahn degli stadi clinici [25]

Stage Engagement Capacity to Capacity to Capacity to Care can be

of in occupation handle manage perform provided at.

disease financial domestic acrivities of
affairs responsabilitie  daily living

S

I Usual level Full Full Full Home
Requires
I Lower level slight Full Full Home
assistance
Requires
Midly
I marginal major Impaired ) ) Home
) impaired
assistance
Home or
Moderately
v Unable Unable Unable o extended care
impaired .
facility
Severely Total care
v Unable Unable Unable
impaired facility

1.5.3 Scale di valutazione comportamentale PBA-HD e PBA-s

I sintomi comportamentali tra i quali apatia, irritabilitd e depressione, anche se
variabili per tempo e modalita di esordio, presentano un grosso impatto sulle

capacita funzionali e la qualita della vita dei pazienti HD. [158-161].

Al fine di valutare gli aspetti comportamentali che risultino alterati nei pazienti

affetti da HD, si utilizza una intervista semi strutturata di 40 item, la ““The Problem
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Behavior Assestment for HD” (PBA-HD).[159] Quest’ultima ¢ a sua volta
suddivisa in tre sotto scale: PBA-HD apathy, PBA-HD irritability, PBA-HD

depression.

Una versione ridotta della PBA-HD, maggiormente utilizzata nella pratica clinica,
¢ la PBA-s; Quest’ultima ¢ una intervista semi strutturata di 11 item rappresentanti
1 principali € comuni sintomi comportamentali e psichiatrici di HD. Tale versione ¢
stata sviluppata dalla Behavior Phenotype Working Group dell’European
Huntington’s Disease Network (EHDN).[163].

1.5.4 Scale di valutazione cognitiva

1.5.4.1 UHDRS-FAP sezione cognitiva

L’UHDRS-FAP ¢ stata originalmente ideato a partire dell’UHDRS classico ma con
dei correttivi che tengano conto dei limiti dei test nei pazienti HD in stadio avanzato
(UHDRS-TFC 5). 1l test mantiene la suddivisione delle sezioni in motoria,
cognitiva e comportamentale del’UHDRS ma inoltre aggiunge una sezione
somatica, la quale valuta segni e sintomi che si manifestano con la progressione

della patologia.

La sezione cognitiva del UHDRS-FAP ¢ composta dal test Stroop [164] e ulteriori
test del Protocole Toulouse-Montreal d’Evaluation des Gnosies Visuelles [165]
(compiti di puntamento, comandi, semplici, domande di orientamento temporale,
domande di orientamento temporale, serie automatiche, corrispondenza categoriale

e funzionale. Valutazione della partecipazione alle attivita quotidiane).

La sezione cognitiva dell’UHDRS-FAP ¢ stata utilizzata solo in uno solo studio dai
suoi creatori originali, nel quale si era riscontrata un eccellente consistenza interna
e una forte correlazione tra le sezioni somatiche e quelle motorie; inoltre, la sezione
cognitiva di UHDRS-FAP si ¢ rilevata essere piu sensibile ai cambiamenti nel corso

del tempo rispetto alla sezione cognitiva dell’UHDRS originale.[164]

In generale la sezione cognitiva UHDRS-FAP ¢ raccomandata per valutare le

disfunzionalita cognitive in pazienti con HD in stadio avanzato.
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1.5.4.2Mini-Mental State Examinaton (MMSE)

IL MMSE ¢ un test rapido di 30 punti utilizzato ampiamento tanto in ambito clinico
quanto nella ricerca per valutare la cognizione a livello globale e per lo screening

della demenza; punteggi piu alti indicano una migliore cognizione.

La maggior parte degli studi sul trattamento di HD indicano che MMSE non ¢
sensibile nel tempo [166;167-169]. Nonostante cio, il test ha una migliore
sensibilita negli stadi moderati e gravi della patologia rispetto a quelli precoci e puo
quindi risultare utile nel monitoraggio della progressione di HD dalla forma

moderata a quella grave.[170]

1.5.4.3 Montreal Cognitive Assessment (MoCA)

I1 MoCA ¢ un breve test composto da 30 punti atti a eseguire una valutazione
generica della funzione cognitiva, piu il punteggio del test risulta essere elevato piu
elevata ¢ la funzionalita cognitiva del paziente. Il MoCA valuta molteplici domini
cognitivi: orientamento spaziotemporale, attenzione sostenuta, memoria
visuospaziale/esecutiva, verbale, linguaggio, denominazione e
alfabetizzazione/pensiero astratto. Il MoCA ¢ stato utilizzato in diversi studi

riguardanti la HD in tutti gli stadi patologici clinici di quest’ultima. [171-172].

I1 valore considerato di cut-off per il deterioramento cognitivo varia tra i diversi
studi presi in considerazione, in uno il punteggio limite considerato come indicativo
del deterioramento cognitivo era <24[172], mentre un altro studio ha riscontrato un
cut-off <26 per avere una sensibilita e specificita rispettivamente di 94% e 84% nel
rilevare la disfunzione cognitiva nella HD.[173]. Il MoCA ¢ piu sensibile a una
prestazione cognitiva anormale nella HD rispetto al precedentemente citato
MMSE.[172]; in aggiunta a quanto appena detto il MoCA si ¢ dimostrato essere piu
sensibile a riconoscere la disfunzione cognitiva all’interno di vari disturbi
neurologici, coprendo una gamma piu ampia di domini cognitivi rispetto al MMSE,
in particolare quando la compromissione si mantiene tra un livello lieve e

moderato.[174]
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1.5.5 Sintomi e segni motori

I sintomi motori comprendono due grandi categorie: i movimenti motori involontari
e i movimenti volontari alterati. La Corea ¢ il movimento involontario piu peculiare
della HD, la quale viene definita come movimento di durata ridotta, involontario,
eccessivo, incoercibile e afinalistico. Inizialmente, la corea coinvolge spesso le
estremita distali delle dita dei piedi e delle mani, ma anche dei piccoli muscoli
mimici facciali con movimenti di ridotta ampiezza; quest’ultimi potrebbero

apparire spesso invisibili od erroneamente interpretati come nervosismo.

Progressivamente i movimenti coreici si diffondono dalle porzioni muscolari pit
distali a quelle piu prossimali ed assiali, inoltre i movimenti crescono anche in
ampiezza e frequenza. La corea affligge il paziente per tutta la veglia, ma con
schemi molto variabili tra di loro. Per esempio, i movimenti coreici facciali possono
portare ad un movimento continuo per attivazione dei muscoli facciali e del collo
dove si crea una sequenza in cui si solleva un sopracciglio, si chiudono gli occhi, si
protrude la lingua con associata la rotazione o piega del capo; il movimento coreico
di iperestensione della schiena ¢ una indicazione del coinvolgimento dei gruppi

muscolari assiali.

La corea impatta anche sulla scrittura, 1’eloquio e la deglutizione, le quali con il
progredire della patologia diventano sempre piu problematiche fino a portare il

paziente ad essere disartico e disfagico.

I pazienti tendono a sviluppare anche altre alterazioni motorie involontarie come la
distonia, la quale ¢ causata da contrazioni muscolari prolungate e inadeguate che
portano all’instaurarsi di posture anormali e non fisiologiche come il torcicollo e
1’opis thonos (incarceramento della schiena); la distonia puo essere anche il sintomo
di esordio della HD. Ulteriori caratteristiche motorie involontarie sono i tic,
paragonabili a quelli della sindrome di Tourette ma rari di incidenza, i segni di
affezione cerebellare che compaiono sporadicamente, gli scatti mioclonici ed il

segno di Babinski che ¢ presente incidentalmente.

Con il progredire della patologia diventano sempre piu predominanti disfunzioni a
carico di movimenti volontari, quindi: bradicinesia, acinesia e ipocinesia, ma anche
rigidita e riflessi posturali alterati. Tutto ci0 comporta problemi nella

deambulazione e nel mantenere una posizione eretta, soprattutto nelle fasi avanzate,
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andando spesso ad instaurare una marcia definita atassica associata a frequenti
cadute, soprattutto su terreni irregolari. Bisogna tenere in considerazione che i
sintomi motori possono essere esacerbati da infezioni ricorrenti, stress e ansia, per

le quali sara necessario un trattamento appropriato.

L’influenza del disturbo motorio sulle attivita della vita quotidiana progredisce nel
tempo. Oltre ad alterazioni nella marcia e nell’equilibrio, con il passare del tempo
attivita quotidiane che richiedono movimenti volontari come alzarsi dal letto,
vestirsi, farsi la doccia, pulire la casa, mangiare e cucinare diverranno sempre pit
ostiche; inoltre, in dipendenza del lavoro svolto da paziente, prima o poi i disturbi
motori andranno anche ad inficiare le prestazioni lavorative in modo irreparabile,

nonostante 1 disturbi cognitivi e psichiatrici non siano ancora manifesti.

In generale i movimenti involontari risultano piu frequenti nelle forme di HD
classic of onset e nelle fasi precoci della patologia. Tipicamente i movimenti coreici
e 1tic sono i primi a comparire, rimanendo stabili per un periodo di tempo variabile
piu o meno lungo, per poi diminuire nelle fasi terminali della malattia quando
invece prenderanno sempre piu rilevanza le alterazioni della mobilita volontaria,

come la bradicinesia e la rigidita plastica nel quadro motorio.

Nonostante quanto affermato fino ad adesso, in dipendenza dell’eta di esordio e
delle fasi della storia naturale della patologia, la prevalenza dei movimenti motori
involontari rispetto ai movimenti motori volontari alterati/disfunzionali presenta

una grossa variabilita interindividuale.
1.5.6 Sintomi e segni psichiatrici

I sintomi psichiatrici sono estremamente eterogeni e non correlano con la gravita
dei sintomi motori e del decadimento cognitivo [175]; Dal punto di vista

neuroanatomico derivano da un’atrofia dello striato associativo e limbico con

alterazione a carico dei circuiti del sistema fronto-striatale.

La sintomatologia psichiatrica ¢ frequentemente presente nella fase iniziale della
patologia, pare che 80% dei pazienti la presenti gia in fase prodromica prima
dell’instaurarsi dei sintomi motori [175]; secondo altri studi la percentuale di
pazienti presentanti tali sintomi oscilla tra il 33-76% in base alla metodologia dello

studio utilizzato. [156]
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I segni e sintomi psichiatrici, a causa della loro natura, hanno un impatto fortemente
negativo sulla vita quotidiana, sulla funzionalita, I’ambiente familiare e la stessa

gestione della patologia.

I segno psichiatrico piu rappresentato ¢ la depressione che ha una prevalenza di
oltre il 40% nei pazienti affetti da HD [176]. Solitamente il paziente presenta bassa
autostima, ansia e sensi di colpa; la diagnosi di un quadro depressivo in contesto di
HD non ¢ sempre facile poiché i pazienti presentano frequentemente allo stesso

tempo apatia, inattivita e perdita di peso.

L’ansia ¢ il secondo segno psichiatrico piu rappresentato e si manifesta solitamente
in relazione all’incertezza sull’inizio o decorso della malattia. N¢ la depressione né
I’ansia sono correlate allo stadio della patologia e possono manifestarsi nella HD

pre-manifesta [177].

Le ossessioni e le compulsioni possono disturbare la vita del paziente fino a sfociare
in aggressivita e irritabilitd. Quest’ultima, in retrospettiva, ¢ spesso il primo segno
psichiatrico della patologia, ma in verita si manifesta in tutte le varie fasi della

malattia anche con aggressioni verbali e fisiche. [178]

L’apatia, caratterizzata da perdita di interesse, difficolta ad avviare attivita e
comportamenti passivi, ¢ un sintomo comune ed invalidante, ma soprattutto ¢
correlato allo stadio della malattia e peggiora nel tempo. Inoltre, I’apatia ¢ stata
dimostrata essere un predittore importante del declino funzionale, oltre che essere

resistente al trattamento farmacologico.[129]

Altri sintomi psichiatrici sono i pensieri € comportamenti ossessivi € compulsivi, la
psicosi, che pud essere raramente associata in contemporanea con il declino
cognitivo nelle fasi avanzate della malattia, I’ipersessualita che pud manifestarsi
nelle fasi precoci della patologia, mentre 1’iposessualita caratterizza le fasi avanzate

della stessa.[179]

Il suicidio ¢ la seconda causa di morte pit comune nella HD; 11 rischio dell’atto di
suicidio da parte del paziente ¢ piu alto in due momenti: il primo quando il paziente
da una condizione pre-manifesta inizia a sviluppare una forma manifesta, la
seconda in seguito alla perdita di indipendenza nella fase avanzata della

patologia.[180]. Lo studio (Paulsen JS et al. 2005) su 4171 pazienti affetti da HD
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ha rilevato che il 10 % di essi aveva fatto un precedente tentativo di suicidio e il
17,5 % aveva avuto pensieri riguardanti il suicidio.[181]. Tra i fattori di rischio di
suicidio si annoverano la depressione e 1I’impulsivita.[182] e si stima che il rischio
suicidario sia 5 volte superiore nei pazienti affetti da HD rispetto alla popolazione
generale [181]. Le caratteristiche sociodemografiche e cliniche dei pazienti

rivestono un ruolo importante nel comportamento suicidario.
1.5.7 Decadimento cognitivo

I1 declino cognitivo ¢ uno dei segni cardine della HD e puo essere presente in forma
lieve anni prima dell’esordio della patologia e dei sintomi motori, fino a progredire
in una demenza sottocorticale e frontale franca nella malattia avanzata; allo stesso
tempo 1 sintomi cognitivi potrebbero essere molto lievi anche in stadi avanzati della
patologia, da ci0 si deduce che ¢ presente una grande variabilita individuale per

quest’ultimi.

Lo studio TRACK-HD ha evidenziato dei deficit precoci dell’attenzione visiva,
dell’integrazione visuomotoria e spaziale e della velocita psicomotoria, nonostante
gli stessi pazienti non siano consapevoli dell’esistenza di tali problemi e

rallentamenti.[129]

I cambiamenti cognitivi a cui va incontro il paziente affetto da HD coinvolgono in
particolare le funzioni esecutive e del pensiero concreto. In condizioni normali gli
individui sono capaci di distinguere cido che ¢ rilevante da cido che puo essere
ignorato, facendo si che il comportamento motorio cognitivo sia mirato, preciso e
pianificato, ma 1 pazienti con HD perdono tale capacita; infatti, 1 pazienti
manifestano problematiche nel pianificare la propria vita ed attivita semplici,

perdono I’elasticita mentale e non riescono a adattarsi a nuovi stimoli con

conseguenti giudizi errati e comportamenti inadeguati o sorprendenti.

Quindi, tipicamente le persone affette da HD, come appena accennato, presentano
problematiche nel multi-tasking e nella concentrazione gia nelle prima fasi della
malattia, pero nel progredire della stessa vengono meno anche le capacita astrattive,
il pensiero ¢ sempre meno efficiente e divengono difficoltose la pianificazione,

I’iniziativa e 1’organizzazione del tempo, dei pensieri e delle attivita.
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Tutto gli elementi appena elencati non fanno altro che esacerbare la condizione di

stress a cui sono sottoposti i pazienti e la problematica di concentrazione che

quest’ultimi presentano.

Oltre alle funzioni esecutive, possono essere presenti alterazioni anche in altri

settori, tra i quali:

Memoria: la memoria a breve termine con 1’avanzare della patologia diviene
sempre piu compromessa soprattutto nell’apprendere nuove informazioni,
ma anche che nel richiamo di quelle gia precedentemente apprese; sebbene
la memoria semantica possa venir risparmiata per una certa porzione. Alcuni
studi hanno evidenziato un richiamo libero ridotto riguardante la memoria
prospettica, la memoria di riconoscimento e nella memoria della fonte.
Inoltre, sono presenti dei deficit nella memoria dichiarativa e in quella
procedurale. In generale progressivamente tutti i processi psicomotori
diventano gravemente ritardati e inefficienti.

Attenzione: difficolta nella gestione del contenuto e flusso di informazioni
acquisite, a cui segue una problematica nei tempi di processamento delle
stesse, di attenzione sostenuta nel tempo e distribuita.

Linguaggio: Le difficolta del linguaggio derivano da una combinazione di
disartria, come si era gia accennato nei sintomi motori, e difficolta
nell’organizzazione nei pensieri da esprimere associata a ridotta e alterata
comprensione degli altri e del massaggio veicolato da essi. I pazienti affetti
da HD hanno difficolta a richiamare le parole giuste e questo comporta un
tempo maggiore per rispondere e nel comunicare in senso assoluto. La
sintassi risulta spesso disorganizzata e povera di aggettivi e pronomi.
Un’anartria completa ¢ una conseguenza frequente nelle fasi avanzate della
patologia. Le problematiche di comunicazione rappresentano una forte fonte
di stress sia per gli stessi pazienti che per i loro interlocutori.

Elaborazione delle emozioni: Studi portano evidenze che le persone affette

da HD presentano difficolta nel comprendere ed elaborare le espressioni
facciali esprimenti disgusto e altre emozioni negative, nello specifico paura
e rabbia [183]. Sono state anche comprovate capacita carenti
nell’espressione emotiva e scarsi risultati nei test di “Teoria della mente”, 1

quali richiedono una corretta attribuzione di credenze, stati mentali,
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intenzioni, sarcasmo e riconoscimento di comportamenti sociali
inappropriati. Probabilmente tali difficolta ¢ alla base delle problematiche

di interazione interpersonale dei pazienti affetti da HD.
1.5.8 Sintomi secondari

Oltre ai tre grossi gruppi di sintomi caratterizzanti la HD: motori, psichiatrici e
cognitivi, i pazienti possono sviluppare problematiche neurologiche secondarie

quali la deglutizione e il sonno.

La disfagia deriva dalla mancata coordinazione dei muscoli orali e faringei, che
possono sfociare in episodi di soffocamento e nei casi piu gravi di polmonite ab
ingestis. Invece, il disturbo del sonno puo derivare da una disfunzione primaria del
ritmo circadiano che porta all’inversione del ciclo sonno-veglia. A ci0 va aggiunto
che I’ansia ¢ la corea notturna possono contribuire all’insonnia e alla riduzione

significativa della qualita della vita.
1.5.9 Sintomi periferici

Nonostante la HD sia una patologia che colpisce principalmente il SNC, siccome la
proteina Huntingtina ¢ espressa in modalita ubiquitaria in tutte le cellule del corpo
umano, anche in quest’ultima malattia si osservano alcuni sintomi sistemici. Fin
dalle prime fasi della patologia, anche nella fase prodromica, in tutti i pazienti ¢
segnalata una perdita di peso non intenzionale, secondaria a un catabolismo

sottostante, che puo portare alla cachessia.

Nonostante sia logico pensare che la corea debba svolgere un ruolo importante nella
perdita di peso, in verita, ci0 non ¢ stato comprovato mediante I’esistenza di alcune
relazioni tra calo ponderale e la corea o altri disturbi del movimento. Allo stesso
tempo esiste un ‘associazione tale per cui piu I’indice di massa corporea ¢ elevato

all’esordio della patologia, piu ¢ lenta la velocita di progressione della stessa.[164]

Ulteriori sintomi periferici includono 1’osteoporosi e ’atrofia del muscolo striato
scheletrico., a cui va associata una maggiore incidenza dell’insufficienza cardiaca
rispetto ai controlli di pari etd, 30% contro 2%.[180]. Si verifica inoltre una
disfunzione endocrina sotto forma di ridotta tolleranza al glucosio, bassi livelli di

testosterone maschile e ipotiroidismo; nonostante 1’atrofia testicolare associata a
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tubuli seminiferi anormali e bassi livelli di testosterone maschile, cid non va a

influenzare la fertilita maschile.
1.5.10 Malattia di Huntington giovanile (JHD)

Quando 1 primi sintomi e segni patologici si manifestano in pazienti presentanti
un’eta inferiore ai 20 anni di eta si parla di malattia di Huntington giovanile, in
inglese Juvenile Huntington Disease (JHD). Nella maggior parte dei casi la
lunghezza della ripetizione CAG del gene IT15 ¢ superiore a 55, inoltre il 75% dei

pazienti presenta come genitore affetto il padre.[184]

La presentazione clinica differisce dalla malattia nella forma adulta rispetto alla
rigidita, acinesia e bradicinesia, le quali sono presenti fin dalle fasi iniziali della
malattia, essendo inoltre associate ad un ridotto coinvolgimento di movimenti
ipercinetici od al massimo episodi distonici; la corea si manifesta raramente nella
prima decade della patologia, piu frequentemente nella seconda. Le difficolta di
apprendimento e problemi comportamentali a scuola sono molte volte i primi
segnali della patologia, mentre le convulsioni coinvolgono il 30-50% dei

pazienti.[185]

Questo fenotipo rigido di HD ¢ anche nota con il nome di variante acinetica-rigida

o Westphal, in rare occasioni tale variante puo avere presentazione nell’eta adulta.
1.5 NEUROIMAGING

Studi di neuroimaging strutturali, come la risonanza magnetica (MRI) e funzionali,
come la risonanza magnetica funzionale (fMRI) e PET presentano un ruolo cruciale

per la caratterizzazione tanto strutturale che funzionale a livello cerebrale delle

varie fasi della patologia di HD.

1.6.1 Neuroimaging strutturale: MRI

Il cambiamento piu consistente che si evidenzia mediante un’analisi strutturale,
MRI, basato su I’analisi delle sequenze volumetriche pesate in T1, nel cervello dei
pazienti affetti di HD ¢ una significativa progressiva perdita di volume a livello

striatale, in particolare per la degenerazione dei neuroni MSN GABAergici.

A sostegno di ci0, dagli studi di Harris (Harris et al. 1996), si ¢ riscontrata una

riduzione del 50-54% del volume medio del putamen e del 28-29% del caudato in
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pazienti con HD da forme lievi a moderate. [187, 189] L’atrofia striatale ¢ stata
evidenziata, inoltre, sia in pazienti HD precoci presentanti TFC tra I-11 [188,189]
sia in pazienti portatori del gene mutato 10-15 anni prima dell’insorgenza prevista

dei sintomi. [191,192,193]

Relativamente alla relazione tra imaging RM e clinica ¢ stato evidenziato che: 1)
che la quantita di perdita volumetrica dello striato correla con I’eta d’insorgenza
della patologia e la lunghezza delle ripetizioni CAG nel gene HTT[189,190,194] 2)
che la stessa disabilita motoria si associa con una maggiore atrofia del putamen e
infine 3) che i punteggi ricavati dal Mini-Mental Status examination-score
(MMSE) e le valutazioni cognitive sono inversamente correlati con la quantita di

perdita di volume del caudato.[187,189].

- Volume loss & RAN proteins
4 N-terminal mHTT aggregates © Somatic CAG repeat mosaicism
» Exon 1 protein

FIG. 1. Schematic illustration showing differences in juvenile-onset Huntington disease (JHD) neuropathology in comparison with adult-onset Huntington dis-
ease (AHD) neuropathology. More severe pathological hallmarks of JHD brains are seen in A, inset C and D: the subcortical grey matter structures and B: the
frontoparietal cortex and, to a lesser extent, the cerebellum. Volume loss () is more pronounced in the frontoparietal cortex (red), cerebellum (green), caudate
nucleus (purple), putamen (orange), nucleus accumbens (yellow), intemal segment of the globus pallidus (blue), and the thalamus (pink). N-terminal mutant
huntingtin (mHTT) aggregates (4) are more abundant in the frontal cortex, caudate nucleus, putamen, and, 1o a lesser extent, cerebellum of JHD brains. Exon
1 protein (@) is more abundant in the frontoparietal cortex and hippocampus (not displayed) of JHD brains. Repeat-associated non-ATG nuclear (RAN) pro-
teins (/) are more abundant in the striatum, frontal cortex, and cerebellum of JHD brains. Somatic CAG repeat mosaicism (») is greater in the neocor-
tex, caudate nucleus, and putamen of JHD brains. [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

Fig. 6 lllustrazione schematica che mostra le differenze neuropatologiche tra JHD e AHD[112]

Oltre alla perdita di volume striatale, nei pazienti con HD ¢ presente una perdita di
volume corticale, il cui assottigliamento avviene nelle fasi precoci della malattia e
sembra essere topograficamente selettivo delle regioni corticali con un progressivo

coinvolgimento delle stesse in senso postero-anteriore. [195,196].

Nonostante il pattern di assottigliamento corticale appena spiegato, la variabilita
regionale ed individuale di quest’ultimo sembra avere un ruolo nella variabilita

fenotipica che riscontriamo nei pazienti con HD.
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Per esempio, pazienti con bradicinesia pit marcata hanno mostrato una perdita
volumetrica corticale nelle regioni frontali, comprese tra le aree premotorie e
motorie supplementari, maggiori rispetto ai pazienti HD con fenotipo prettamente

motorio associato alla corea. [196,197].

L’assottigliamento corticale ¢ stato dimostrato correlare con misure cliniche come
TFC, UHDRS e test cognitivi. Per le seguenti motivazioni, la misurazione
dell’assottigliamento corticale rappresenta un biomarcatore utile per la valutazione

dell’efficacia delle terapie neuroprotettive. [196,197].

Oltre a quanto appena asserito nei pazienti affetti da HD ¢ stata identificata
un’atrofia diffusa della sostanza bianca (WM), la quale si associa al declino delle
prestazioni motorie e cognitive ed a una maggiore lunghezza delle triplette CAG
nel primo esone del gene HTT. [197,199] I cambiamenti a carico della WM sono
presenti fin da 12-15 anni prima dell’inizio clinico della patologia, rendendo cosi
manifesto come la degenerazione della connettivita strutturale sia alla base della

patogenesi di HD.[129]

Un importante studio, il TRACK-HD ha eseguito una valutazione longitudinale
multicentrica, mediante MRI, al fine di identificare i principali biomarcatori
sensibili ed affidabili nei pazienti con portatore del gene mutato premanifesto di
HD e nei pazienti aventi HD precoce (early- on- set) [39;197-201] All’interno dello
studio sono stati arruolati 4 gruppi di pazienti HD, 120 portatori del gene HD pre-
manifesto sono stati suddivisi in pre- HD A e pre-HD B in dipendenza della
vicinanza di insorgenza della patologia (pre-HD A> 10,8 anni, pre-HD B <10,8
anni), mentre 123 pazienti con HD precoci (early-on-stage) sono stati suddivisi in
due gruppi in base al punteggio TFC (HD stadio I, HD stadio II). Dopo 12 mesi di
follow-up al MRI ¢ stata riscontrata un’atrofia del volume cerebrale dell’entita del
1,4%-4, % in tutti 1 gruppi dello studio rispetto al basale non affetto da HD, inoltre,
anche I’atrofia della WM risultava aumentata in tutti 1 gruppi. Una rivalutazione
eseguita dopo oltre 24 mesi dal follow up evidenziavano maggiori incrementi di
atrofia nel caudato e nel putamen in tutti i 4 sottogruppi. Nello specifico i tassi di
perdita dell’intero encefalo e della sostanza grigia nel caudato e putamen (GM)
erano piu elevati nei gruppi HD-1, HD II e pre-HD B, mentre nel sottogruppo preHD

A D’atrofia della GM era localizzata unicamente a livello dello striato. [197-201]
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A 36 mesi. | pazienti HD early-on-stage mostravano un’atrofia sempre piu
progressiva dell’intero encefalo, caudato, putamen e della GM associata ad un
declino del TFC, mentre nel gruppo pre-HD A sebbene siano stati osservati tassi di
aumento di atrofia cerebrale, striatale e della WM, tali pazienti non erano
accompagnati da un peggioramento progressivo delle funzionalita motorie e

cognitive, in contrapposizione a quanto riscontrato nel gruppo pre- HD B. [199]

Inoltre, le misure della GM e del volume striatale erano predittori molto sensibili
della successiva diagnosi clinica di HD nei pazienti del gruppo pre-HD B. [200]
Dai risultati del seguente studio si comprende 1’utilita della MRI nel tracciare la

patologia nei portatori del gene mutato pre-manifesto e del gene manifesto.
1.6.2 Neuroimaging funzionale: PET e f{MRI

Il neuroimaging con emissione di positroni (PET) e la risonanza magnetica
funzionale fMRI possono espletare diversi ruoli nello studio della HD; infatti,
queste modalita di imaging possono essere particolarmente utili al fine di studiare
le basi fisiologiche dei cambiamenti comportamentali, cognitivi e motori riscontrati

nella patologia.

Siccome molti sintomi cognitivi indicanti una disfunzione o sofferenza neuronale
possono essere presenti prima dei sintomi motori che rendono manifesta la
patologia, I’utilizzo del neuroimaging funzionale puo essere piu indicato e sensibile
all’individuare 1 primi cambiamenti rispetto agli studi strutturati. [94] A tal fine
’utilizzo della fMRI e della PET risulta di grande utilita nel valutare i migliori e
potenziali interventi neuroprotettivi da mettere in atto per ritardare il piu possibile
1 sintomi nei soggetti affetti da HD, oltre che valutare 1’evoluzione della stessa

patologia e I’efficacia di possibili terapie modificanti la malattia.
1.6.3 MRI funzionale

Vi sono sempre piu evidenze scientifiche che sostengano, che la gravita della
sintomatologia all’interno della HD non dipenda solo dalla perdita neuronale, ma
anche dalla disfunzione neuronale e dalla riorganizzazione dei circuiti che possono
verificarsi prima del processo neurodegenerativo. Gli approcci di neuroimaging
funzionale, come la risonanza magnetica funzionale basata su 1’acquisizione di

sequenze ecoplanari dinamiche in condizioni di riposo (resting-state -fMRI), hanno



43

quindi sempre maggiore rilevanza, siccome forniscono immagini dinamiche del
cervello che permettono di dare delucidazioni riguardo il grado di attivita neuronale
nel tempo misurando la risposta emodinamica, il flusso ematico in risposta
all’attivazione neuronale. [197]. In sintesi, la fMRI rappresenta 1’opportunita per
valutare e interpretare il cambiamento dell’attivita cerebrale in seguito
all’esecuzioni di diversi compiti in pazienti affetti in diversi stadi e modalita della
HD e non affetti dalla patologia e consente di indagare ¢ monitorare nel tempo le

alterazioni dei circuiti a seguito della patologia.

In generale dalla fMRI, dei pazienti affetti da HD manifesta, si evidenzia una ridotta
attivazione neuronale orientata a svolgere un compito in diverse aree sottocorticali
e corticali, pero allo stesso tempo associata ad una maggiore attivazione di altre
aree corticali, che vengono interpretate come meccanismi compensatori per

migliorare le prestazioni cognitive [200-205].

Un peculiare studio eseguito da Unshuld e colleghi [209] mediante 1’ausilio di fMRI
[206] ha studiato le reti di connettivita funzionale, durante 1’esecuzione di un
compito di denominazione di colori con effetto Stroop, sia nei portatori del gene
pre-manifesto di HD che nei controlli sani, nel quale entrambi presentavano sintomi
di natura depressiva. Come risultato si ¢ ottenuto che I’attivita della corteccia
prefrontale ventromediale associata all’effetto Stroop era piu correlata ai sintomi
depressivi nei portatori del gene pre-manifesto di HD rispetto ai controlli sani. Nello
specifico la correlazione era piu forte nei portatori di un numero di HD presentanti
piu di 42 ripetizioni della tripletta CAG.[207] Invece, utilizzando il test della torre
di Londra, il medesimo gruppo dello studio precedente, ha riscontrato un
accoppiamento funzionale ridotto tra la corteccia premotoria sinistra e 1’area della
corteccia prefrontale mediale in un gruppo di soggetti HD precoci e portatori del
gene pre-manifesto di HD.[208] I risultati appena elencati suggeriscono che anche
nella fase precoce della patologia la disfunzionalita della connettivita della rete

cerebrale riflette 1 deficit cognitivi e dell’'umore dei pazienti.

Ulteriori studi si sono focalizzati sullo studio dei modelli di connettivita cerebrale
a riposo con fMRI, infatti, tale approccio fornisce informazioni sui cambiamenti
funzionali cerebrali senza la necessita di richiedere al paziente di eseguire un

compito. [209,210].
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Tramite le acquisizioni dinamiche fMRI a riposo (resting-state fMRI) ¢ stata
rilevata una ridotta attivita intrinseca della connettivita funzionale nei pazienti con
HD manifesta e nei portatori di geni pre-manifesti di HD, in aggiunta si evidenzia
una ridotta sincronia del blood-oxygen-level-dependent (BOLD) tra il caudato e la
corteccia premotoria; si sono riscontrate diverse reti di connettivitd anomali come,
ad esempio, una ridotta sincronizzazione dello stato di riposo nella rete senso-

motoria. [211].

Quindi la fMRI in stato di riposo puo essere utile per rilevare la disfunzionalita
neuronale precoce, siccome una disfunzionalita alla rete di connettivita funzionale

¢ presente tanto nei pazienti HD manifesti che quelli HD premanifesti.

Alterazioni neurovascolari come I’aumento del volume ematico cerebrale
arteriolare corticale (CBV) [207] e cambiamenti metabolici cerebrali, come la
riduzione di N-acetilaspartato e glutammato che avvengono nella corteccia
cingolata si verificano prima dell’instaurarsi di una sostanziale atrofia cerebrale
[211]; cio suggerisce che vista 1’antecedenza dei danni funzionali rispetto agli
strutturali, la fMRI possa essere piu utile della MRI nelle fasi precoci della

patologia.
1.6.4 Tomografia a emissione di positroni (PET)

La PET ¢ una tecnica di imaging funzionale della medicina nucleare che presenta
ampie applicazioni in ambito neurologico, consentendo la visualizzazione
tridimensionale della distribuzione dei metaboliti neuronali in sede encefalica; gli
studi PET mediante ’utilizzo di vari radioligandi svolgono un ruolo fondamentale,
tanto clinico quanto nella ricerca per valutare ’integrita della neurotrasmissione,
per esplorare i meccanismi alla base della patologia di HD e monitorare la

progressione di quest’ultima.

Seguira ora la descrizione di varie alterazioni patologiche della HD valutate con la

PET e vari radioligandi.

1.6.4.1 Flusso sanguigno cerebrale e metabolismo del glucosio

I marker utilizzati per evidenziare il flusso ematico cerebrale ed il metabolismo
cerebrale del glucosio, fornendo cosi un indice di integrita neuronale e stato

funzionale dei neuroni, sono ['°O]H20 e ['*F]FDG .
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Nella HD manifesta, utilizzando il marker ['OJH,O, si ¢& riscontrata una
compromissione dell’attivazione dello striato e delle sue aree di proiezione motoria
frontale durante lo svolgimento delle attivitd motorie, come i movimenti di
opposizione sequenziale dito-pollice; in aggiunta a cid, ¢’¢ un aumento dell’attivita
cerebrale sincrona nelle aree insulari [214] e parietali. [213]. Quanto appena detto
suggerisce che dal punto di vista fisiopatologico una perdita dei neuroni MSN dello
striato, con conseguente compromissione degli output motori dei gangli della base-
talamocorticali, induce per motivazioni di compensazione il reclutamento di

ulteriori vie motorie accessorie. [213,214,215].

Nei pazienti HD manifesti, esplorando I’attivazione cerebrale durante 1’attivita di
generazione delle parole, grazie all’utilizzo del marcatore['?O]H,O, numerosi studi
hanno evidenziato la presenza di strategie linguistiche compensative, come
I’attivazione del giro sopramarginale sinistro e del giro frontaleinferiore destro,
attuate al fine di bilanciare la patologica riduzione del flusso sanguigno cerebrale
nella circonvoluzione frontale inferiore(coinvolta nella selezione lessicale) e nel

cingolato anteriore.

Inoltre, gli studi con il radioligando ['*F] FDG nei pazienti HD manifesti hanno
riscontrato un ipometabolismo striatale e corticale [216-218], ove il primo ¢
associato clinicamente prettamente a disfunzioni motorie [218], mentre il secondo

a disfunzioni cognitive [219;220].

L’ipometabolismo ['®F] FDG striatale e corticale si & individuato anche nei pazienti
portatori del gene premanifesto di HD, il quale si manifesterebbe in antecedenza
rispetto alla perdita neuronale e strutturale nelle aree citate [221]. In verita,
I’ipometabolismo individuato non era localizzato in una specifica area bensi
associata a un alterazione a livello di network: utilizzando un approccio di
interconnessioni tra le aree associate da un alterato metabolismo si € riusciti a
ricostruire un pattern spaziale di covarianza caratteristico nei pazienti HD
premanifesti[221-223]; nello specifico aumenti bilaterali del metabolismo del
glucosio a livello cerebellare, talamico e occipitale sono associati a riduzione
bilaterali dello stesso nello striato, andando cosi a creare il precedentemente citato
pattern che permette di discriminare tra controlli sani e pazienti affetti da HD.

Tuttavia, tale modello ha una ridotta utilita clinica come marker di progressione
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poiche, siccome nonostante presenti una buona affidabilita come marker di
progressione iniziale della patologia poi si stabilizza e perdere di sensibilita al

cambiamento del quadro clinico.[222]

Nonostante cio, il seguente pattern di alterazione dell’assorbimento del ['*F] FDG

indica una modifica a carico dei processi intracellulari nelle diverse aree coinvolte:

e Nella corteccia frontale, parietale, temporale e nello striato, dove ¢’¢ una
riduzione di assorbimento del radioligando, si evidenzia una
compromissione del metabolismo del calcio, della regolazione della
trascrizione e nella capacita di produzione di energia a carico dei mitocondri

e Nella corteccia occipitale, cerebellare e nel talamo c’¢ un aumentato
assorbimento del marker, il quale potrebbe essere dovuto ad una disfunzione
mitocondriale che sfocia in un aumento della risposta glicolitica, oppure

dalla mancata attivita inibitoria dei gangli della base sul sistema talamo-

corticale [222]

Analizzando il declino del tasso metabolico nei pazienti HD pre-manifesti lo studio
(Ciarmiello et al.2006) [226] ha suggerito che le maggiori perdite di ['*F]FDG nel
nucleo caudato, correlando con I’eta di esordio e il numero delle CAG, potrebbero
supportare la definizione dell’eta di insorgenza della patologia. Inoltre, le riduzioni
striatali del radioligando['®F] FDG nella HD pre-manifesta diminuiscono nel tempo
perd in modalita inferiore a quanto osservato nell’imaging delle terminazioni

dopaminergiche in HD.[227]

Uno studio peculiare ha utilizzato la PET ["*F]FDG su due gruppi di pazienti affetti
da HD suddivisi clinicamente in base alla velocita di progressione della patologia,
lenta o rapida. Nel follow-up dello studio si ¢ riscontrato un metabolismo del
glucosio inferiore nella corteccia frontale e parietale nel gruppo a progressione piu

veloce rispetto a quello piu lento per la patologia.[225]

Pertanto, tutti gli studi e dati sopracitati suggeriscono che I’ipometabolsimo del
glucosio € progressivo sia nei pazienti HD pre-manifesti che in quelli HD manifesti.
Tuttavia, non c’¢ la certezza che la PET ['®F] FDG possa essere impiegata al fine

di prevedere il tempo di fenoconversione nei pazienti portatori del gene m-HTT.
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1.6.4.2 Funzione Dopaminergica

I neuroni dopaminergici sono fisiologicamente abbondanti nei gangli della base. L
a presenza di radioligando a livello dei terminali presinaptici e postsinaptici puo
essere quantificata mediante PET al fine di valutare la funzionalita dopaminergica

della HD, la quale ¢ associata alla disfunzionalita dei gangli della base.

La Corea ¢ le altre alterazioni motorie della HD, come Parkinsonismi e distonie,
sono correlate alla compromissione della funzionalita dopaminergica [228];
quest’ultima disfunzionalita deriva a sua volta dal processo neurodegenerativo, che
colpisce, principalmente 1 neuroni MSN striatali che esprimono 1 recettori
dopaminergici di tipo 1 (D1), di tipo 2 (D2) e di tipo 3 nello striato
laterale(D3).[229].

Tutto ci0o si esplica con un coinvolgimento massivo dei terminali nervosi

postsinaptici mentre i presinaptici sono relativamente risparmiati.

Gli studi PET per valutare la disfunzionalitd dopaminergica postsinaptica in HD

sono molteplici, poiché quest’ultima ¢ una caratteristica chiave della patologia.

I principali marcatori PET utilizzati per valutare la disfunzionalita postsinaptica
dopaminergica sono i seguenti: ['!C]SCH22390 come marcatore PET della densita
dei recettori D1 postsinaptici e [!'C]raclopride e ['C]JFLB457 [230] come
marcatori della densita dei recettori postsinaptici D2. Numerosi studi utilizzando 1
seguenti marcatori hanno evidenziato una riduzione significativa della densita dei
recettori D1 e D2 nello striato, con una variabilita che va dal 40 % [231] al 75%
[232] nei pazienti con HD manifesto e dal 25%[233] al 50%[227] nei portatori pre-
manifesti del gene HD. Una caratteristica peculiare ¢ che la perdita risulta essere
maggiore nei pazienti con HD acinetica rigida rispetto ai pazienti con HD manifesta

Coreica.[234]

La riduzione dei recettori striatali D1 e D2 ¢ anche correlata ad una peggiore
disfunzione motoria, come comprovato mediante 1’utilizzo UHDRS [233]; invece
nelle aree extrastriatali, e a livello della corteccia temporale, ¢ stata riscontrata una

riduzione dei D1 associata a disfunzioni cognitive nei pazienti HD manifesti.[231]

Uno studio che comprendeva due gruppi di pazienti, (uno formato da 16 pazienti

HD manifesti e un altro formato da 11 portatori pre-manifesti del gene mHTT),
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mediante D’utilizzo di[''C]raclopride ha comprovato che i livelli del recettore
corticale D2 erano ridotti in entrambi i gruppi ed inoltre erano associati al grado di
disfunzione cognitiva, nello specifico attenzione e funzioni esecutive.[235] Un
ulteriore studio, in linea con 1 risultati appena espressi ed utilizzando lo stesso
marcatore, ha evidenziato una riduzione di D2 a livello della corteccia frontale,
temporale e nell’amigdala nei pazienti HD manifesti. Invece i livelli dei recettori
D1 e D2, ma in particolare D2, erano correlati con le performance cognitive nei

portatori pre-manifesti del gene HTT mutato.[236]

Livelli ridotti del recettore D2 li si riscontrano anche a livello ipotalamico nei
portatori pre-manifesti del gene HD mutato; infatti, un precoce coinvolgimento

dell’ipotalamo spiegherebbe i sintomi non motori prodromici.[237].

Il tasso di declino del legame di ['!C]-raclopride e [''C]-SCH23390 a livello
striatale ¢ stato dimostrato correlare negativamente con la durata della patologia nei
pazienti HD[237], il quale puod avere un decorso lineare[242], non lineare[239] o
bifasico.[240]. Inoltre, bassi valori di legame di [''C]-raclopride nei portatori pre-
manifesti del gene HD a livello del putamen sono correlati con la probabilita di
fenoconversione di questi pazienti, sebbene non lo siano con il tasso di declino del

legame dello stesso marcatore[227].

Un altro marcatore utilizzabile per valutare la funzionalita dopaminergica alla
SPECT ¢ '"'C-B-CIT che si lega in modo specifico al DAT (trasportatore della
dopamina). Quest’ultima ¢ una proteina transmembrana massivamente espressa
nelle terminazioni dopaminergiche presinaptiche. Le immagini SPECT con il
marcatore appena elencato hanno dimostrato una riduzione del 50% di DAT
striatale nei pazienti affetti da HD rispetto ai controlli sani; come interpretazione di
questo risultato si € ipotizzato che una ridotta presenta di DAT rappresenti o scarsi
meccanismi di feedback autoregolatori oppure la perdita dei neuroni dopaminergici

presinaptici.[241].

Uno studio PET con radioligando didroterabenazina ''C (''C-DBTZ), che si lega in
modo selettivo a VMAT?2(trasportatore vescicolare delle monoamine di tipo 2),
evidenzia un legame striatale ridotto del marcatore in tuti i pazienti con HD, pero
piu accentuato nel sottogruppo di pazienti con fenotipo acinetico rispetto al

coreiforme.



49

Nella loro interezza i risultati degli studi sopracitati suggeriscono che i terminali
dopaminergici, sia pre che postsinaptici a livello striatale e della corteccia, si
trovino in uno stato disfunzionale e patologico indipendentemente dalle alterazioni
strutturali che si vengono a sviluppare con il progredire della patologia a carico dei
gangli della base; inoltre, gli studi supportano che la disfunzione della porzione
sensorimotoria dello striato sia coinvolta nella componente motoria della
patologia[238], mentre la disfunzionalita della corteccia temporale e dello striato
associativo sia implicata nella componente cognitiva della malattia [235], ove la

perdita del recettore D2 funge da substrato biologico comune.
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FIGURE 1 | Signaling pathways involved in stages of Huntington’s disease. Created with Biorender.com.

Figure 7 pathway del segnale coinvolti nei diversi stadi malattia di Huntington. Tratto da:
Wiprich MT, Bonan CD. Purinergic Signaling in the Pathophysiology and Treatment of
Huntington's Disease. Front Neurosci. 2021 Jul 1;15:657338.[243]

1.6.4.3 Attivazione della microglia

Il meccanismo di attivazione della microglia ¢ considerato uno dei processi alla
base della neurodegenerazione [184], sebbene, non sia ancora chiaro se esso sia il
fattore scatenante il danno neurale di mHTT o rappresenti invece un meccanismo

compensatorio.[243]

La microglia, che ¢ un elemento fondamentale del SNC rappresentando il 5-15%
del contenuto cellulare, quando viene stimolata da proteine aberranti come la
Huntingtina mutata rilascia citochine proinfiammatorie, le quali a loro volta

stimoleranno ulteriori rilasci di citochine da parte della microglia inducendo cosi
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una cascata di autopropagazione che puo portare a disfunzione neuronale e
morte[244]; questo processo non ¢ confinato alla sede cerebrale, poiché le citochine
plasmatiche sono aumentate nei portatori del gene HD pre-manifesto e

manifesto.[243]

L’imaging di attivazione della microglia puo essere eseguito utilizzando traccianti
PET che si legano alla proteina traslocatrice mitocondriale di 18kDA (TSPO)
localizzata sulla membrana mitocondriale esterna; Quest’ultima proteina dal
dominio transmembrana, una volta nota come recettore periferico delle
benzodiazepine (PBR), presenta un’espressione modesta nel cervello sano, in
contrasto rispetto a quella negli organi periferici come cuore, rene € polmoni.
L’aumento di espressione di TSPO cerebrale ¢ stata riscontrata oltre che nella HD
in altri disturbi neurodegenerativi come AD, PD.[245]. Di conseguenza, la
trasformazione dallo stato quiescente allo stato attivato della microglia ¢ stato
considerato un biomarcatore di HD utilizzando ligandi per TSPO, come

[11C]PK 11195, [11C]GE180, [11C]PBR2S.

Lo studio (Pavese et al. 2006) utilizzando [11C]PK11195 come marcatore
dell’attivazione della microglia ha riscontrato un aumento di quest’ultima nella
regione striatale e corticale prefrontale e del giro cingolato anteriore sia nei portatori

del gene HD manifesto e pre-manifesto.[246]

Successivamente, (Tai et al. 2007), sono stati reclutati portatori del gene HD
presintomatico e sottoposti a scansione PET con i marcatori [11C]PK11195e[11C]
raclopride. I risultati ottenuti hanno evidenziato che il valore di legame nella
regione striatale e corticale era maggiore nei soggetti HD presintomatici rispetto ai
controlli sani, il tutto associato ad una perdita massiva dei recettori D2 striatali. Dal
seguente studio si rileva una attivazione della microglia fin dalle fasi iniziali della
patologia, nonostante non sia stato possibile trarre alcuna conclusione prognostica

sull’eta di insorgenza dei sintomi. [111].

Lo studio appena citato ¢ stato poi integrato con un imaging multimodale di follow-
up con PET e MRI all’interno di un gruppo di pazienti con HD manifesta. I risultati
sono stati suddivisi in base alle regioni cerebrali delle manifestazioni principali di

HD (motoria, cognitiva, psichiatrica), livello di attivazione della microglia,
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recettore D2 e perdita neuronale misurata come diminuzione di volume con MRI

per ciascuno dei gruppi in esami (pazienti sani, pre-manifesti e manifesti).[247]

Nei pazienti pre-manifesti ¢ stata riscontrata una atrofia dello striato sensorimotore
(SMTS), substantia nigra, corteccia prefrontale anteriore e orbitofrontale associata
ad una perdita dei recettori D2/D3 ed aumentata attivazione della microglia nel
SMTS, striato associativo, amigdala e ipotalamo. Invece, nei pazienti HD manifesti
I’atrofia, rivelata alla MRI, si ¢ estesa ad ulteriori regioni celebrali quali: il globo
pallido, striato limbico, nucleo rosso, corteccia cingolata anteriore e insula, mentre
1 recettori D3/D3 erano ulteriormente ridotti nella substantia nigra, globo pallido,
striato limbico, insula e corteccia cingolata anteriore, il tutto associato ad un
aumento dell’attivazione della microglia nelle medesime aree. In sintesi, dai
seguenti risultati, in termine di evoluzione della patologia, ¢ ragionevole presumere
che la porzione piu dorsale dello striato, relativa alla funzione motoria e cognitiva,
sia coinvolta prima nella HD, mentre la porzione ventrale dello striato relativa alla
funzione psichiatrica venga interessata successivamente, possibilmente dopo la

manifestazione dei sintomi motori.[248]

Un ultimo studio ha inoltre dimostrato che 1 livelli plasmatici di IL-f, IL-6, IL-8 e
TNFa sono correlati ad un aumento del legame del marcatore di attivazione della
microglia [11C]PK11195 nella corteccia somatica dei pazienti HD pre-manifesti.
Quest’ultimo risultato ¢ importante perché dimostra in vivo un legame tra la
disfunzione immunitaria periferica e centrale, supportando cosi il ruolo della

disfunzione immunitaria nella patogenesi di HD.[248]

Tutti gli studi appena citati forniscono numerose prove riguardanti il fatto che la
microglia sia alla base di alcuni meccanismi cruciali associati alla perdita neuronale

nella HD, sebbene la sua modalita d’azione non sia ancora ben compresa.

1.6.4.4 Fosfodiesterasi

Le fosfodiesterasi sono una famiglia di enzimi intracellulari, numerati da 1 a 11,

adibiti alla rottura dei legami fosfodiesterici dei nucleotidi ciclici cAMP e cGMP.

Una menzione speciale necessita la fosfodiesterasi 10A, un membro delle
fosfodiesterasi (PDE), la quale ¢ altamente espressa negli MSN striatali ove regola

la loro eccitabilita. In tale sede 1’enzima regola la cascata di segnalazione
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cAMP/PKA/DARP-32, svolgendo quindi un ruolo cruciale nella regolazione

dell’output striatale e nella promozione della sopravvivenza neuronale.[249]

Studi eseguiti post-mortem su pazienti con HD manifesta hanno confermato che la

fosfodiesterasi 10A (PDE10A) risultava gravemente ridotta.[250]

I principali marcatori che sono stati utilizzati in vari studi in vivo per quantificare
I’espressione di PDE10A nei pazienti con HD sono: [18F]JNJ42259152,
[I18F]MNI-659 e [11C]IMA107.

Lo studio (Ahmad et al. 2014), utilizzando il marcatore [18F]JNJ42259152 ha
riscontrato all’interno di 5 pazienti con HD manifesta una riduzione significativa
del 70,2% e del 62,6 % del marcatore nel caudato e nel putamen, il tutto pero senza

evidenziare correlazioni tra i valori del marcatore e le scale cliniche in uso per

HD.[251]

Mediante 1’uso del marcatore per PDE10A, [18F]MNI-659, uno studio successivo,
che prevedeva una coorte di 9 controlli sani e 11 malati di HD di cui 3 pre-manifesti
e 1 restanti 8 come manifesti, ha riscontrato una riduzione del 47.6% del legame del
marcatore nella regione striatale e pallidale negli otto pazienti aventi un HD
manifesta precoce; inoltre, il basso valore di legame striatale del radioligando era
associato con punteggi di UHDRS motori peggiori, maggior gravita clinica della

patologia e piu atrofia cerebrale regionale.

Invece, 1 tre portatori del gene HD pre-manifesto, che si trovavano in media a 12
anni dall’esordio manifesto della patologia, presentavano una riduzione striatale di

PDEI10A, ma non al livello dei pazienti aventi HD in forma manifesta.[252].

Il medesimo gruppo di studio ha eseguito due anni dopo un follow-up la cui coorte
oltre ai controlli sani era formata da 8 pazienti affetti da HD, di cui 2 in fase pre-
manifesta e 6 in fase manifesta iniziale. I soggetti dello studio sono stati scansionati
in PET due volte con un intervallo di un anno e mezzo. Alla fine, la percentuale di
perdita del legame rilevata del radioligando nel nucleo caudato, globo pallido e
putamen ¢ stata piu evidente nei pazienti affetti da HD, rispettivamente dell’ordine

del 16.6%, 6.9% e 5.8% rispetto ad un calo del 1% nei controlli sani. [253]

Una riduzione del 25-35% del legame striatale e pallidale del marcatore[11C]

IMA107 e un suo aumento del 35% nei nuclei talamici motori € stato rilevato in 12
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portatori del gene HD presintomatico pre-manifesto che si trovavano in media a 25
anni dall’esordio dei sintomi motori. Successivamente, gli autori dello studio,
combinando 1 dati di PET e del tensore di diffusione del MRI hanno eseguito
un’analisi della parcellizzazione striatale basata sulla connettivita di espressione di
PDE10A secondo: i profili di connettivita corteccia-striato e le connessioni striatali
tra globo pallido esterno e substantia nigra/ globo pallido interno; quest’ultime
molto importanti siccome rappresentano le maggior parte delle vie dirette e
indirette. Da questa ulteriore analisi si € riscontrato che la riduzione di PDE10A si
localizzava principalmente nello striato sensomotorio, nello striatonigrale, nello
striatopallidale e i loro segmenti di proiezione, mentre, le porzioni limbiche e

cognitive erano risparmiate.[254]

In aggiunta a quanto appena asserito, secondo gli autori I’alterato equilibrio di
espressione di PDE10A tra i nuclei motori talamici e i segmenti striatopallidali
interni ¢ fortemente associato ad un alto rischio di conversione sintomatica della
patologia; perché per loro, I’aumento del legame nelle strutture talamiche motorie
¢ un meccanismo compensatorio, che alla fine si esaurisce, sfociando con la

manifestazione dei sintomi.[254]

Tutti gli studi citati evidenziano il ruolo che la PDE10A svolge nella fisiopatologia

della HD.

1.6.4.5 Recettori GABA

Alterazioni dell’espressione del recettore GABA sono state studiate nel contesto
della HD evidenziando come la neurotrasmissione GABAergica sia gravemente
compromessa nell’HD; nello specifico sono particolarmente coinvolti 1 MSN

GABAergici nel decorso della stessa. [255;256].

[[1C]Flumazenil ¢ il marcatore utilizzato per evidenziare 1 recettori

GABA/benzodiazepine.[257;258].

(Holthoff et al.1993) ha riscontrato una riduzione del 17% del radioligando
[11C]Flumazenil a livello del nucleo caudato di sei pazienti con HD manifesta
associato ad un livello normale dello stesso nel putamen e talamo.[258] Il medesimo
studio ha evidenziato anche una riduzione del [18F]FDG del 47%, 41%, 18%

rispettivamente nel caudato, putamen e talamo.
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Uno studio successivo (Kiinig G er al. 2000) che comprendeva all’interno della sua
coorte di studio dieci pazienti con HD manifesta, ha rilevato risultati paragonabili
a quelli di Holthoff, mostrando la riduzione del legame di [11C]Flumazenil nel
caudato pero con livelli normali nel putamen e un legame anch’esso ridotto del

[18F]FDG nel putamen e caudato. [259]

La compromissione metabolica a livello del talamo e del putamen, non essendo
associata ad una perdita rilevante del recettore del GABA, suggerisce che la
riduzione dell’assorbimento di [18F]FDG preceda i cambiamenti del legame di
[11C]Flumazenil. Nel medesimo studio, all’interno di un gruppo formato da tredici
pazienti HD pre-manifesti e un altro avente pazienti con HD manifesta, sono stati
confrontati 1 valori del legame di [I8F]FDG e [11C]Flumazenil con quelli di
[11Cl]raclopride. Il legame di quest’ultimo radioligando ¢ risultato essere ridotto nel
caudato e nel putamen in tutti i pazienti con HD manifesta e in otto pazienti con HD
premanifesta. Al fine di esplorare meglio il ruolo della riduzione
del[11C]Flumazenil, hanno suddiviso ulteriormente il gruppo dei pazienti portatori
del gene con HD pre-manifesta in due sottogruppi in base alla riduzione o meno del
marcatore [11C]raclopride. Hanno quindi evidenziato che il legame del
radioligando [11C]Flumazenil era significativamente ridotto nel caudato dei
pazienti con HD manifesta rispetto ai pazienti con HD premanifesta, ma non
presentanti alterazione del legame [11C]raclopride nella medesima area; pero cio
non avveniva per 1 pazienti con HD pre-manifesta con diminuizione del
[11Cl]raclopride e il cui valore di [11C]Flumazenil si attestava tra i controlli sani e
1 pazienti con HD manifesta. Il valore di legame del marcatore per il GABA era il
medesimo in tutti i controlli sani, pazienti con HD pre-manifesta e con HD

manifesta.[259]

Gli autori dello studio suggeriscono che il normale valore di legame di
[11C]Flumazenil a livello del putamen nei pazienti con HD manifesta possa essere
un meccanismo compensatorio attuato nelle proiezioni pallidali dei neuroni MSN

GABAergici.
1.6.5 Descrittori corticali

Nei paragrafi precedenti abbiamo evidenziato come il processo neurodegenerativo

avvenga principalmente a livello focale prendendo di mira i neuroni spinosi medi
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striatali, che sono fondamentali nei circuiti gangli della base-talamo-corteccia;
poiché la via indiretta di questo circuito ¢ fondamentale per il controllo motorio

guidato dalla corteccia evitando le contrazioni indesiderate.[260]

Nonostante numerosi studi si siano concentrati nell’analizzare il processo
neurodegenerativo a livello delle regioni sottocorticali [261-264], alcune evidenze
scientifiche suggeriscono che il processo degenerativo corticale differisca per
modalita e tempistiche rispetto a quello sottocorticale [265-266]. Alla base del
processo dal punto fisiopatologico si ipotizza una diffusione transneuronale della
proteina Huntingtina mutata mHTT che dopo una prima fase di accumulo
intracellulare, si diffonde dallo striato fino ad interessare la superficie

corticale.[267]

Ulteriori studi che hanno mappato sia funzionalmente [268-269] che
strutturalmente le reti cerebrali nella HD [270-273] hanno riscontrato una
neurodegenerazione selettiva dei tratti di sostanza bianca [WM] che si estendono
dallo striato. Tutto cio suggerisce che le alterazioni della morfometria corticale
(cio¢ la dimensione e la forma del modello di ripiegamento della corteccia)

influiscano il profilo clinico delle diverse condizioni.

I descrittori piu utilizzati per valutare il grado alterazione corticale sono lo spessore

corticale, la profondita solcale e I’indice di girificazione locale.[274]

1.6.5.1 Spessore corticale

I gold standard per la misura in vivo dello spessore corticale attualmente prevede
la misura della distanza tra il confine di interfaccia interno (sostanza bianca/grigia)
della corteccia e il confine di interfaccia esterno (sostanza grigia/pia) della corteccia
utilizzando la pipeline-FreeSurfer applicata alle acquisizioni volumetriche

strutturali MPRAGE pesate in T1 in RM [275-276].

All’interno della HD, la ricerca sullo spessore corticale ha evidenziato la presenza
di alterazioni corticali pre-diagnosi in specifiche regioni encefaliche [195;198;277-
278]. Nello specifico, in tali studi lo spessore corticale ¢ risultato essere ridotto nelle
regioni temporali, frontali e parietali negli individui presintomatici HD (pre-HD)
[277]. Nella fase sintomatica di HD I’assottigliamento corticale € piu prominente

nelle regioni del precuneus, visive e motorie primarie, per poi progredire in senso
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postero-anteriore alle regioni premotorie e parieto-occipitali nella fase avanzata
della patologia.[195]. Lo studio TRACK-HD, gia citato nei paragrafi precedenti, ha
rilevato che 1’assottigliamento corticale era localizzato nella regione frontale
posteriore negli individui pre-HD lontani dalla diagnosi prevista, mentre i pazienti
prossimi alla diagnosi avevano le regioni occipitale, parietali, temporo-superiore e
frontale superiore gravemente alterate. [198]. Invece, (Nopoulos et al.2007) [278],
ha riscontrato che lo spessore corticale era significativamente aumentato nei
pazienti pre-HD rispetto ai controlli, il che sebbene controverso era confermato
parzialmente da altri studi sul volume corticale nei pre-HD.[279] Gli autori
conclusero che le alterazioni corticali alterate erano dovuto ad un neurosviluppo

alterato.

Anche in uno studio piu recente (Stoebner, Z. A, et al. 2022)[274] si ¢ evidenziato
che lo spessore corticale nei giri precentrali e post-centrali attorno al solco centrale,
che corrispondono all’area motrice primaria ¢ alle cortecce somato-sensoriali, ¢
ridotto. Il tutto coerentemente con lo studio gia citato (Rosas et al 2002) [195], il
quale affermava che 1’assottigliamento corticale progredisce in senso postero-
anteriore e che la regione maggiormente colpita ¢ la sensori-motoria; infatti, i
risultati evidenziavano una differenza di spessore piu marcata ai poli posteriori
rispetto a quelli anteriori ed inoltre la regione piu alterata era la senso-motoria.
Tuttavia, bisogna tenere in considerazione che la misura dello spessore corticale da
RM, sebbene sia un descrittore valido, puo essere soggetto a rumore di misurazione
locale e non caratterizzare in modo esaustivo la morfologia della corteccia

cerebrale.

1.6.5.2 Local Gyrification Index (LGI)

Il Local Gyrification Index (LGI) ¢ un descrittore che quantifica il livello di
ripiegamento della corteccia sottesa alla superfice delle meningi andando a
misurare la quantita di corteccia presente nelle pieghe del solco encefalico rispetto
alla quantita di corteccia visibile nelle regioni circolari di interesse [280]. Dal punto
di vista tecnico il metodo attuale tiene conto dello sviluppo in 3D della corteccia e
viene calcolato utilizzando la pipeline di FreeSurfer [281], il quale estende
I’algoritmo di misura manuale su base coronale al calcolo 3D e prevede in sequenza

le seguenti fasi:
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1. Crea una superficie esterna mediante un algoritmo di proiezione
morfologica della superfice esterna del cervello coerente alle meningi.

2. Mappa la superfice tramite delle regioni circolari di interesse sovrapposte
sulla superficie esterna

3. Basandosi sulle regioni di interesse presenti sulla superficie circolare
esterna ricava la superficie piale sottesa alle ROI superficiali individuate

cT sSD LGI

Fig. 8 Misure corticali di CT, SD e LGI su una sezione corticale in alto ed esempi di mappe
corticali in basso. Per CT e SD, le barre verdi indicano la misura della distanza geodetica tra
i vertici. Invece per SD e LGI, il contorno rosso rappresenta la superficie piale mentre il
contorno blu lo scafo cerebrale. LGI é definito dal rapporto tra superficie rossa e blu
mediante ['uso di un kernel adattabile alla forma, inoltre i gradienti per LGI e le cifre poste in

basso sono rappresentative di dove la magnitudo dovrebbe essere maggiore (rosso) e minore
(blu).[274]

In sintesi, il LGI di ogni punto della superficie corticale viene calcolato come il
rapporto tra la superficie di una regione circolare di interesse presente sullo scalpo
esterno (ROlp), centrata in un punto, e la superficie sottesa localizzata a livello della

piale (ROI,).

Il metodo appena descritto permette di identificare e localizzare con precisione le
anomalie girali, inoltre dato che la corteccia cresce attraverso un’espansione radiale
permette di identificare i primi difetti dello sviluppo corticale; quindi, quest’ultimo
descrittore puo essere utili per andare a valutare i vari difetti di neurosviluppo che
si ipotizzano siano alla base della HD. Da quanto appena asserito si puo
comprendere che la morfometria corticale, misurata tramite indici di Gyrificazione,
puo fornire informazioni riguardo i cambiamenti neuropatologici specifici presenti

nelle diverse regioni cerebrali nei diversi stadi della patologia.
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La maggior parte degli studi che hanno indagato in modo specifico il LGI erano
travsersali; quindi, non valutavano la progressione della misura nel tempo (Kubera

et al. 2019[283]; Nopoulos et al.2007 [278]; Shishegar et al. 2019 [286].

Nel, Nopoulos et al.2007 [278], il ripiegamento corticale ¢ risultato avere le corone
girali ingradite (misurate con la curvatura girale) e solchi sottili in modo anormale
(misurati tramite la profondita del solco) nei pre-HD rispetto ai controlli; mentre
nello studio, Kubera et al. 2019[283], la complessita del ripiegamento corticale,
misurata tramite dimensione frattale FD, ha riportato delle differenze significative

nella corteccia motoria, visiva e temporale nei pre-HD rispetto ai controlli.

Invece, lo studio IMAGE-HD, Shishegar et al. 2019 [286], ha quantificato la
morfometria corticale utilizzando un altro descrittore, il Gyrification Index (IG)
basato su Laplace Beltrami [284-286], nel quale IG e lo spessore corticale
risultavano piu bassi nelle regioni superiore-parietale dell’emisfero sinistro (LH) e
superiore-temporale dell’emisfero destro (RH) nei pre-HD rispetto ai controlli. Nel
dettaglio I’assottigliamento corticale ¢ stato individuato nei pazienti pre-HD nel

giro caudato-medio-frontale sinistro e nella regione parietale superiore [286]

Lo studio longitudinale, Brendan Tan et al. 2022 [287] ha valutato i cambiamenti
della morfometria corticale in delle specifiche zone ROI di interesse nel tempo,
nello specifico le regioni occipito-laterale, giro precentrale, frontale-superiore e
regioni frontali medio rostrali dell’atlante cerebrale Desikan-Killiany nei pre-HD e
symp-HD rispetto ai controlli.[288] I risultati nello specifico hanno dimostrato un
declino longitudinale del LGI nei 18 mesi di osservazione nella regione occipitale
laterale destra nei symp-HD, rispetti ai pre-HD ed i controlli, oltre a significative
differenze tra i gruppi per LGI nella regione occipitale laterale destra e nella regione
precentrale di entrambi gli emisferi. L’assottigliamento corticale nelle regioni
occipito-laterali e precentrali al progredire della patologia, nei pre-HD e poi symp-

HD, supporta le precedenti evidenze riscontrate riguardo a tale descrittore.

Un ulteriore risultato molto interessante dello studio appena citato riguarda la
presenza di un LGI basale massivamente ridotto nei pre-HD rispetto ai controlli, il
quale supporta ’ipotesi della presenza di un neurosviluppo anormale nella HD gia
citata in altri studi [278;283]; infatti secondo ques’ultimi mHTT influenza dei

cambiamenti specifici globali e regionali nella morfometria corticale prima della
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diagnosi clinica. E bene ricordare che la teoria in auge sul ripiegamento corticale
afferma che la tensione assonale durante 1’espansione radiale del cervello darebbe
vita a delle forze di trazione che avvicinano zone molto interconnesse e allontanano
regioni debolmente interconnesse [289], senza considerare che tali forze paiono
essere espresse diversamente nello sviluppo neurologico di un paziente HD rispetto
al neurotipico. [290-291]. Sebbene la presenza di un LGI basale ridotto nei pre-HD
rispetto ai controlli nelle regioni laterali occipitali e precentrali possa essere
attribuita al ruolo di mHTT, non si ¢ giunti ad un risultato univoco secondo i quali
tali riscontri potessero essere solo attribuibili a difetti nel neurosviluppo e non ad
un processo neurodegenerativo; ulteriori studi riguardo al seguente topic ipotizzano
che il processo di neurosviluppo e neurodegenerativo possano prendere piede in
contemporanea[292] a supporto del fatto che la mHTT possa influenzare alcune
cellule neuronali regionali specifiche.[293-294].L ultimo risultato interessante
dello studio ¢ aver notato che dopo la manifestazione clinica il LGI continua
diminuire nella regione occipitale laterale del RH, fornendo cosi la prova che
sebbene le differenze di LGI tra i gruppi possano essere rilevate sin dalla fase di
pre-HD, i cambiamenti longitudinali del descrittore diventano evidenti solo nella

regione precedentemente citata nel cervello dei pazienti symp-HD.

In sintesi, la regione occipitale laterale destra ¢ al piu suscettibile al cambiamento

di LGI durante la fase manifesta della patologia.[287]

Tabella 1V Riassunto di tutti gli imaging citati precedentemente

METODICA |[FASE DELLA PATOLOGIA |ALTERAZIONI CORTICALI/SOTTOCORTICALI

MRI Fase pre-manifesta Alterazioni atrofiche della WM 12-15 anni prima della fase manifesta e

assottigliamento corticale focale[129]

Fase pre-manifesta: pre HD A Atrofia WM e Atrofia cerebrale diffusa (1-2%)[39;197-201]

(>10,8 aa clinica) Atrofia GM solo striatale [39;197-201]
Atrofia non associata a declino TFC, funzionalita motorie e cognitive
[199]
Assottigliamento corticale focale

Fase pre-manifesta: pre-HD B Atrofia WM e Atrofia cerebrale diffusa (2-4%)[39;197-201]

(<10,8 aa clinica) Atrofia GM putamen e caudato>HD A[39;197-201]

Assottigliamento corticale focale

della successiva diagnosi clinica di HD[200]

Atrofia associata a declino TFC, score motori e cognitivi [196;197;199]

Le misure della GM e del volume striatale erano predittori molto sensibili

Fase manifesta: early (TFC I-II) Atrofia encefalica diffusa + 4% e Atrofia WM[39;197-201]
Atrofia GM caudato e putamen [39;197-201]

Assottigliamento corticale

Atrofia associata a declino TFC, score motori e cognitivi [196;197:199]

caudato [187;189]

Fase manifesta: moderate (TFC III) Perdita volumetrica media del 50-54% del putamen e del 28-29% del|
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Perdita volumetrica corticale maggiore nelle aree frontali (comprese
premotorie e motorie supplementari) nei fenotipi motori prevalentemente
bradicinetici rispetto a quelli prettamente coreici. [196;197]
Assottigliamento corticale

Relazione imaging-clinica:

Perdita volumetrica striatale correla con eta d’insorgenza e lunghezza
ripetizione CAG [189;190;194]

La disabilita motoria si associa a > atrofia del putamen

Gli score MMSE e cognitivi sono inversamente correlati con la perdital
volumetrica del caudato [187;189]

I’atrofia del WM si associa a declino delle prestazioni motorie e cognitive
e > lunghezza CAG [197;199]

L’assottigliamento volumetrico corticale inizia fin dalle fasi piu precoci
della patologia e coinvolge le regioni corticale in senso postero-anteriore;
nonostante cio, esiste molta variabilita fenotipica individuale [195;196]

fMRI

Fase pre-manifesta

Attivazione della corteccia prefrontale ventromediale durante 1uso
dell’effetto Stroop correla con sintomi depressivi. Correlazione maggiore
nei pazienti con > 42 triplette CAG [207]

Fase pre-manifesta e manifesta

Accoppiamento funzionale ridotto tra corteccia premotori sinistra e I’area
della corteccia prefrontale mediale durante il test di Londra [208]
Ridotta attivita intrinseca della connettivita funzionale [211]

Ridotta sincronia del BOLD tra caudato e corteccia premotoria [211]
Reti di connettivita anomale: Ridotta sincronizzazione dello stato di
riposo nella rete senso-motoria [211]

Relazioni imaging clinica:

Alterazioni neurovascolari come I’aumento del volume ematico cerebrale
arteriolare corticale (CBV) [207] e cambiamenti metabolici cerebrali,
come la riduzione di N-acetilaspartato e glutammato che avvengono nella|
corteccia cingolata si verificano prima dell’instaurarsi di una sostanziale
atrofia cerebrale, quindi prima dell’instaurarsi della clinica.[211]

PET

Marcatore

Fase della
patologia

ALTERAZIONI CORTICALI/SOTTOCORTICALI

Flusso
ematico
cerebrale
metabolismo
del glucosio

€

[*O]H,0

Fase manifesta

Compromissione attivazione striato e delle sue aree di proiezione motoria
frontale nella attivita motorie (es. opposizione dito-pollice) [213;214]

Aumento attivita sincrona aree insulari e parietali nell’esecuzioni motorie
[213;214]

Attuazione di strategie linguistiche compensative con attivazione del giro
sopramrginale sx e del giro frontaleinferiore dx per compensare la
riduzione di flusso nella circonvoluzione frontale inferiore e nel cingolato
anteriore. [213-215]

[*F] FDG

Fase pre-
manifesta

Ipometabolismo striatale e corticale antecedente alla perdita neuronale
nelle aree citate [221]

Aumenti bilaterali del ["*F] FDG a livello cerebellare, talamico e
occipitali associati a riduzioni bilaterali nello striato [221-223]

La perdita dei neuroni MSN striatali, con compromissione degli output]
motori gangli della base corticale, induce per compesazione il
reclutamento di vie motorie accessorie[213-215]

Riduzione nela corteccia frontale, parietale, temporale e nello striato
associata ad una compromissione dl metabolismo del calcio, della]
regolazione della tracrizione e produzione energetica mitocondriale [222]
Aumentato assorbimento nella corteccia occipitale, cerebellare e nel
talamo

Riduzioni striatali del radioligando diminuiscono nel tempo in modalita
inferiore rispetto all’imaging delle terminazioni dopaminergiche [222]

Fase manifesta

Ipometabolsimo marcato striatale (disfunzioni motorie) e corticale
(disfunzioni cognitive) [216-220]

Metabolismo del glucosio inferiore nella corteccia frontale e parietale nei
gruppi a progressione piu rapida di patologia [225]

Relazione imaging-diagnosi

11 declino metabolico nei pazienti pre-HD suggerisce che la maggior parte
delle perdite nel nucleo caudato di ["*F] FDG potrebbero contribuire a un

approccio CAG-Eta per predire 1’insorgenza della patologia [227]
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Funzione Recettori D2 post: Fase Riduzione densita recettori D1 e D2 dal 25%-50% [227;233]
dopaminergic [:C]raclopride premanif?sta _ . . . _ I
[''C]FLB457 Fase manifesta |Riduzione dei recettori D1 e D2 post-sinaptici con una variabilita tra|
a Recettori D1 post: 40%-75% [231;232]
[''CISCH22390 Perdita maggiore nel fenotipo HD acinetico rigido rispetto alla forma
manifesta coreica [234]
Recettori D2: Fase pre-|Riduzioni corticali di D2 associati ad un grado di disfunzione cognitiva
["'C]raclopride manifesta elattentiva e nelle funzioni esecutive. [235]
manifesta
Fase pre-|I livelli dei recettori D1-D2, ma soprattutto D2 correlano con le
manifesta performance cognitive [236]
Livelli ridotti del recettore D2 li si riscontrano anche a livello ipotalamico|
[237]
Bassi livelli di legame a livello del putamen correlano con la probabilita
di fenocoversione dei pazienti [227]
Fase manifesta |Riduzione D2 a livello della corteccia frontale, temporale e
nell’amigdala. [236]
DAT: Fase manifesta |Riduzione del 50% del DAT a livello striatale rispetto ai controlli [241]
HC-g-CIT
VMAT2: Fase pre-|Riduzione del legame striatale, pit accentuato nel sottogruppo di pazienti
c ("C-DBTZ) manifeta e|con fenotipo acinetico rispetto al coreiforme.
manifesta
Relazione imaging: clinica
1l tasso di declino del legame di [''C]-raclopride e [''C]-SCH23390 a|
livello striatale ¢ stato dimostrato correlare negativamente con la durata|
della patologia nei pazienti HD[237], il quale puo avere un decorso
lineare non lineare o bifasico.[242;239;240]
La riduzione dei recettori striatali D1 e D2(disfunzione della porzione|
sensorimotoria) correla con una peggiore disfunzione motoria, score
UHDRS [233]
Riduzioni di DI nelle aree extrastriatali, striato associativo e nella
corteccia temporale sono associate alle disfunzioni cognitive negli HD|
manifesti [231]
Attivazione della|TSPO: Fase Aumento della captazione nella regione striatale, del cingolato anteriore
microglia [11C]PK11195 premanifesta e|e nella corticale prefrontale [246]
manifesta
TSPO: Fase pre-|Aumento del valore di legame nella regione striatale associata allo stesso
[11C]PK11195 manifesta tempo ad una perdita massiva dei recettori D2 striatali[111].
Recettori D2:
["'C]raclopride
TSPO: Fase pre-|Atrofia dello striato sensorimotore (SMTS), substantia nigra, corteccia
[11C]PK11195 manifesta prefrontale anterioree orbitofrontale associata ad una perdita di recettori
D2/D3 ed aumentata attivazione della microglia nel SMTS, striato
Recettori D2: associativo, amigdala e ipotalamo[247]
["'C]raclopride Fase manifesta |Atrofia va a coinvolgere ulteriori aree: globo pallido, striato limbico,
nucleo rosso, corteccia cingolata anteriore e insula, riduzioneD2/D2 nella
+ MRI substantia nigra, globo pallido, striato limbico, insula e corteccia
VOLUMETRICA cingolata anteriore e aumento della microglia nelle medesime aree [247]
TSPO:[11C|PK11195+ (Fase pre-|l livelli plasmatici di IL-B, IL-6, IL-8 e TNFa sono correlati ad un
livelli plasmatici IL-B,jmanifesta aumento del marcatore nella corteccia somatica [248]
1L-6, IL-8 e TNFa
Relazione imaging-clinica ed evoluzione
In termine di evoluzione della patologia, ¢ ragionevole presumere che la
porzione piu dorsale dello striato, relativa alla funzione motoria e
cognitiva, sia coinvolta prima nella HD, mentre la porzione ventrale dello
striato  relativa alla funzione psichiatrica venga interessatal
successivamente, possibilmente dopo la manifestazione dei sintomi
motori.
Fosfodiesterasi PDE10A:[18F]JNJ42259(Fase manifesta [Riduzione dell’ordine del 70,2% e del 62,6% del marcatore nel caudato e

152

nel putamen, senza evidenza di correlazione tra il valore del marcatore e
le scale per HD[251]

PDE10A:
[18F]MNI-659

Fase pre-|
manifesta (<12

Riduzione striatale pallidale inferiore rispetto ai pazienti manifesti [252]

aa CLINICA)
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Fase manifesta:
early (TCF I)

Riduzione DEL 47,6% del legame in sede striatale e pallidale, il valore
di riduzione si asscoai a punteggi di UHDRS motori peggiori, maggior|
gravita cliica e piu atrofia cerebrale regionale [252]

Dopo uno studio longitudinale di 1 anni e mezzo il legame nel nucleo
caudato, globo pallido e putam si ¢ ridotto rispettivamente del 16,6%,
6,9% e 5,8% rispetto ad un calo del 1% nei sani. [253]

PDE10A
[11C] IMA107

Fase pre-
manifesta >25
aa dalla clinica

Riduzione del legame striatale e pallidale del 25%-35% associato ad un
aumento del 35% nei nuclei talamici motori [254]

PDE10A

[11C] IMA107+ tensore
di diffusione MRI e
parcellizzazione striatale
secondo i profili di
connettivita
(striato/corticale, globo
pallido esterno.
substantia nigra/ globo
pallido interno

Fase pre-
manifesta >25
aa dalla clinica

la riduzione di PDEIOA si localizzava principalmente nello striato
sensomotorio, nello striatonigrale, nello striatopallidale e i loro segmenti
di proiezione, mentre, le porzioni limbiche e cognitive erano risparmiate.
Secondo gli autori 1’alterato equilibrio di espressione di PDE10A tra i
nuclei motori talamici e i segmenti striatopallidali interni ¢ fortemente
associato ad un alto rischio di conversione sintomatica della patologia;
perché per loro, I’aumento del legame nelle strutture talamiche motorie ¢
un meccanismo compensatorio, che alla fine si esaurisce, sfociando con
la manifestazione dei sintomi [254]

Recettori GABA |GABA: Fase manifesta |Riduzione del 17% nel nucleo caudato associato a livelli normali del
[11C]Flumazenil marcatore nel putamen e talamo; allo stesso tempo i livelli di FDG erano
ridotti del 47%,41%,18% rispettivamente nel caudato, putamen e talamo
[258;259]
GABA: Fase pre-|Il marker dei recettori D2 ¢ ridotto nel caudato e nel putamen sia dei
[11C]Flumazenil manifesta e[pazienti HD manifesta che pre-manifesta [259]
manifesta
+[18F]FDG Fase manifesta|ll legame del radioligando [11C]Flumazenil era significativamente|
+Fase ridotto nel caudato dei pazienti con HD manifesta rispetto ai pazienti con
Recettori D2: pemanifesta, |HD premanifesta, ma non presentanti alterazione del legame
[11C]raclopride. senza riduzione|[11C]raclopride nella medesima area
di [259]
[11C]racloprid
e.
Fase Quanto appena detto non avveniva per i pazienti con HD pre-manifestal
pemanifesta, |con diminuizione del [11C]raclopride e il cui valore di [11C]Flumazenil
con riduzione|si attestava tra i controlli sani e i pazienti con HD manifesta[259]
di
[11C]racloprid
e
Descrittori Fase della patologia Alterazioni corticali

Corticali

Spessore corticale

Fase pre-manifesta (pre-HD)

Riduzione dello spessore corticale nelle regioni temporali, frontali e
parietali

Studio Track-HD: [195]. Assottigliamento corticale localizzato nella
regione frontale posteriore negli individui lontani alla diagnosi[277;198],
mentre nei pazienti prossimi alla diagnosi assottigliamento nelle regioni
occipitali, tempo-superiore e frontale superiore

Studio Nopoulos: spessore corticale aumentato nei pre-HD rispetto ai
sani, possibile spiegazione neuro sviluppo alterato

Fase manifesta

Nella fase sintomatica di HD I’assottigliamento corticale ¢ piu
prominente nelle regioni del precuneus, visive e motorie primarie, per poi
progredire in senso postero-anteriore alle regioni premotorie e parieto-
occipitali nella fase avanzata della patologia [195].

lo spessore corticale nei giri precentrali e post-centrali attorno al solco
centrale, che corrispondono all’area motrice primaria e alle cortecce
somato-sensoriali, € ridotto.[274] Il tutto coerentemente con lo studio gia|
citato (Rosas et al 2002) [195], il quale affermava che 1’assottigliamento
corticale progredisce in senso postero-anteriore e che la regione
maggiormente colpita ¢ la sensori-motoria

LGI

Fase pre-manifesta (pre-HD)

[278], Aumento curvatura girale e atrofia CTH nei pre-HD rispetto ai
controlli

1l ripiegamento corticale misurato tramite dimensione frattale FD ha
riportato differenze significative tra la corteccia motoria, visiva e
temporale nei pre-HD rispetto ai sani. [283],
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studio IMAGE-HD [296]: Gyrification Index (IG) e lo spessore corticale|
ridotti nelle regioni superiore-parietale dell’emisfero sx e superiore-
temporale dell’emisfero destro nei pre-HD rispetto ai sani. Nello
specifico ’assottigliamento corticale si trovava nel giro caudato-medio-|
frontale sinistro e nella regione parietale superiore [286]

LGI basale massivamente ridotto nei pre-HD rispetto ai controlli nelle
regioni latero-occipitali e precentrali, il quale supporta I’ipotesi della
presenza di un neurosviluppo anormale nella HD [278;283];

Fase manifesta-sintomatica

Si ¢ dimostrato un declino longitudinale del LGI nei 18 mesi di
osservazione nella regione occipitale laterale destra nei symp-HD, rispetti
ai pre-HD ed i controlli, oltre a significative differenze tra i gruppi per|
LGI nella regione occipitale laterale destra e nella regione precentrale di
entrambi gli emisferi [287]

L’assottigliamento corticale nelle regioni occipito-laterali e precentrali
progredisce al progredire della patologia nei pre-HD e poi symp-HD

[287]

1.7 DIAGNOSI

La diagnosi di HD si basa sui sintomi e segni clinici suggestivi della patologia in

una persona con storia familiare indicativa di una malattia ad ereditarieta

autosomica dominante, che viene confermata attraverso test genetici atti a

determinare la lunghezza delle ripetizioni CAG nel primo esone nel gene IT15

localizzato sul braccio corto del cromosoma 4, locus 4p16.3 [296]

Tabella V Criteri diagnostici richiesti e di supporto

HD Diagnosis HD diagnosis criteria
Neurological examination |Test supportive requested
. Motor symtoms|Reflexes, muscle strenght, balance X
. Sensory Sense of touch, vision, hearing X
symptoms
e  Psychiatric Mood and mental status X
symptoms
e  Scales UHDRS X
Neuropsychological Test
examination
o cognitive Memory X
Executive function
Attentive
Language skills
Spatial reasoning
e  behavioural Depression X
Apathy
Impulsivity
Anxiety
Sign of disordered thinking
Brain imaging
. anatomical CT X
MRI
e Methabolic PET-FDG X
Genetic counseling
. Associated HD . CAG repeats in huntingtin gene X
pattern . HDL2 on chromosome 20p
. JPH3 triplets expansion
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. Non-HD . Autosomic Dominant X
Phenocopies o TBP,ATN
Genetic pattern CI90RF7
PRNP
NKX2.1/TITF1
FTL1
SLC20A2,PDGFRB,
PDGFB,JAM2,MYORG,XPR1
. Autosom. Recessive
o FXN
ATM
APTX,SETX
VPS13A
ATP7B
PANK2,CP,PLA2G6
NPC1

O O O O O

O O O O O O

. X-lin]

=

ed
XK
TAF1

O O

Nel test genetico, il gene IT-15 deve presentare una lunghezza delle ripetizioni
CAG superiore alle 35 perché si definisca patologica, inoltre, la penetranza della
patologia risulta incompleta tra le 36-41 e completa superiori a tali valori, invece,

tra 25-35 si parla di una condizione clinica nota come allele intermedio.

In alcuni casi la storia familiare suggestiva puo essere assente o non ben chiara e
dettagliata, in tal caso il sospetto sorge quando il quadro clinico del paziente ¢
altamente coerente con HD e la sua conferma o smentita avviene sempre tramite il

test genetico per il gene codificante per I’huntingtina.

All’incirca 1% dei pazienti che si ritiene siano affetti da HD per il quadro clinico e
il pedigree, successivamente vengono smentiti per il risultato negativo della
mutazione delle ripetizioni del gene IT-15; in questi casi 1 pazienti possono
presentare delle mutazioni genetiche sottostanti, sempre ad ereditarieta autosomica

dominante, note collettivamente come “fenocopie” [297].

Le fenocopie della HD sono molteplici, ma la causa genetica piu frequente
riscontrata tra di esse ¢ la mutazione associata all’ espansione ripetuta
dell’esonucleotide C9orf72, la quale ¢ allo stesso tempo una delle principali cause
della demenza frontotemporale sporadica e familiare ed inoltre, della sclerosi

laterale amiotrofica.[298]

Le cause note delle fenocopie della HD sono mostrate in tabella VI. Tuttavia, nella
maggior parte dei casi la diagnosi alla base della condizione patologica rimane

sconosciuta.
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Tabella VI Fenocopie della HD e la loro corrispondente causa genetica.

Disease

Mutation

Familial amyotrophic lateral sclerosis (ALS) and
frontotemporal dementia (FTD)

C9orf72-hexanucleotide repeat expansion in chromosome 9 reading
frame 72 protein

Huntington’s disease like syndrome

PRNP-octapeptide insertion in gene encoding prion protein. Locus

(HDL1) 20pter.p12

HDL2 JPH3-triplet repeat expansion in gene encoding junctophilin-3. Locus
16q24.4

HDL3 Causative mutation as yet unkown with Locus 4p15.3

Spinocerebellar ataxia (SCA) 17 (HDL4)

TBP-triplet repeat expansion in gene encoding TATA-box binding
protein. Locus 6p27

SCA1/2/3

ATXN 1/2/3 0 triplet repeatexpansion in gene encoding Ataxin-1/2/3
respectively. Locus 6p23, 12q24, 14q24-q31.

Dentatorubral-pallidolysian atrophy
(DRPLA)

ATN]-triplet repat expansion in gene encoding atrophin-1. Locus
12p13

Chorea-acanthocytosis

VPS13A-mutation in gene encoding chorein, locus 9p.

McLeod Syndrome

XK-mutation in XK gene on X- chromosome, encoding a supporting
protein for Kell antigen on surface of red blood cell. Locus Xp21.2-
21.1

Neuroferritinopathy (NBIA2)

PLA2G6-mutation in gene encoding ferritin light chain. Locus 22q13.1

Neurodegeneration with brain iron accumulation
(NBIA1) or Pantothedate-kinase associated
Neurodegeneration (PKAN)

PANK2-mutation in gene encoding pantothenate kinase 2. Locus
20p13-12.3

Inherited prion disease

PRNP-mutation in gene encoding prion protein

Friedreich’s ataxia

FXN- triplet expansion in gene encoding frataxin. Locus 9p13; 9p23-
pll

1.7.1 Diagnosi differenziale

La diagnosi differenziale per la HD, oltre ad essere eseguita con le fenocopie

descritte ed elencate precedentemente, va fatta principalmente con tutte le

condizioni cliniche presentanti come segno motorio, prevalente o secondario, la

Corea; siccome quest’ultima ¢ il segno motorio piu evidente e manifestato nei

pazienti affetti da HD, soprattutto nelle prime fasi della patologia.

Le condizioni patologiche che possono essere associate alla corea sono molteplici

e di diversa natura: ereditaria, iatrogena, di natura sistemica o reumatica.

Nonostante nella maggior parte dei casi la corea sia attribuibile a un disturbo

1atrogeno e sistemico, nella tabella VII sono riassunte tutte le principali patologie

da tenere in considerazione per una diagnosi differenziale basata sulla corea.

Tabella VII Diagnosi differenziale per la corea

Hereditary

Huntington’s disease
Benign hereditaly chorea
Neuroacanthocytosis
DRPLA
Wilson disease

Rheumatic disorders

Sydenham chorea
Chorea gravidarum

Drug- induced

Neuroleptic drugs
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Oral anticonceptive drugs
Phenytoine
Levo-dopa
Cocaine
Systemic Lupus Erythematodes (SLE)
Thyrotoxicosis
Policytemia vera
Hyperglycemia
AIDS
Paraneoplastic

Sistemic disorders

1.8 GESTIONE HD

La gestione di una patologia complessa ed eterogenea come la HD richiede un
approccio multidisciplinare che coinvolga diverse specialita mediche e figure
lavorative come: neurologi, psichiatri, medici di famiglia, fisioterapisti, terapisti

occupazionali, logopedisti, dietologi e infermieri.[299]

Il trattamento da mettere in atto nei confronti di un paziente affetto da HD lo
possiamo suddividere in due grandi branche: trattamento farmacologico e

trattamento non farmacologico.
1.8.1 Trattamento farmacologico

Attualmente, nonostante 1 numerosi studi in atto, non sono disponibili trattamenti
modificanti la malattia, bensi farmaci atti ad alleviare e palliare 1 sintomi e segni

motori, psichiatrici, cognitivi che il paziente affetto da HD presenta. [300,301].

1.8.1.1 Segni motori

L’ipercinesia coreica non sempre richiede un trattamento farmacologico, poiché
spesso nelle fasi iniziali non invalida le attivita del paziente, pero, quando la corea
compromette la funzionalita diviene necessario prendere in considerazione un

approccio mediante farmaci.

Il farmaco maggiormente utilizzato per il trattamento della corea ¢ la tetrabenazina
(TBZ), un antidopaminergico depletore della dopamina il cui meccanismo d’azione
consiste nell’inibire selettivamente la captazione dopaminergica dei neuroni
presinaptici del SNC, tramite una previa inattivazione dei trasportatori vescicolari

delle monoamine; il meccanismo d’azione ¢ il medesimo della reserpina, ma con
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durata d’azione piu breve e meno effetti avversi periferici come ’ipotensione
ortostatica. Uno dei principali effetti avversi della TBZ ¢ innescare o aggravare una
sintomatologia depressiva o psichiatrica come attacchi di panico e sintomi
ossessivo compulsivi.[302]; per quest’ultima motivazione il farmaco dovrebbe
essere evitato in pazienti con storia di patologia depressiva o di attuale stato emotivo

basso.[301]

I pazienti devono essere avvertiti previamente dei possibili effetti collaterali annessi
al trattamento, che oltre ai gia citati, possono essere con una ridotta incidenza:
sonnolenza, acatisia, insonnia, nervosismo, ansieta, ipotensione ortostatica; quindi
successivamente alla somministrazione i pazienti devono essere monitorati per
valutare I’insorgenza di tali effetti avversi ed interrompere il trattamento. Un’altra
avvertenza ¢ che la TBZ non deve essere prescritto insieme ad inibitori del
citocromo P450 2D6, come per esempio antidepressivi quali fluoxetina e

paroxetina, poiché tale citocromo ¢ adibito all’eliminazione del farmaco.[304]

Nonostante una revisione su Cochrane abbia concluso che solamente il trattamento
con la tetrabenazina porti ad un evidente beneficio sulla corea, nella pratica clinica

vengono utilizzati anche altri farmaci per il trattamento per la stessa. [307]

I neurolettici atipici, quali olanzapina, risperidone, quetiapina, sono utili quando le
ipercinesie coreiche coesistono con irritabilita, ansia o agitazione; Vengono
utilizzati anche neurolettici tipici come I’aloperidolo, ma sono associati a piu effetti

collaterali extrapiramidali e pseudoparkinsonismi.
L’utilizzo 1 neurolettici richiede prima della somministrazione di:

e Realizzare un ECG, all’inizio o al cambio del trattamento, in pazienti con
antecedenti di patologia cardiaca come insufficienza cardiaca, cardiopatia
ischemica o aritmia. Questo ¢ fondamentale poiché 1 neurolettici aumentato
il Q-T e questo puo portare I’insorgenza di aritmie ventricolari.

e Controllo del profilo lipidico e glicemico previo e ogni sei mesi, soprattutto
con clozapina e olanzapina (in minor misura il risperidone), che portano ad

un aumento del peso corporeo e possono indurre la sindrome metabolica.

Inoltre, sebbene sia piu frequente nei neurolettici tipici come ’aloperidolo, bisogna

monitorare il paziente per 1’insorgenza di una eventuale sindrome da neurolettici
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maligna caratterizzata da rigidezza, ipertermia, alterazione del livello di coscienza
e disautonomie; per la Clozapina bisogna tenere in considerazione anche il rischio

di agrunolocitosi per alterazione della crasi ematica.

Una benzodiazepina come il Clonazepam ¢ utile se la corea ¢ associata a distonia,
mioclono e rigidita, mentre antiepilettici quali valproato di sodio e leveritacetam

possono essere utili se il paziente presenta solo un mioclono rilevante.

Nelle fasi piu avanzate della patologia, spesso risulta necessario ridurre o
interrompere 1 farmaci anti-corea, quando si sviluppano maggiormente la rigidita e
spasticita; per il trattamento di quest’ultime il baclofen, la tizanidina diventano utili,
mentre le iniezioni della tossina botulinica risultano utili per inibire gli spasmi

muscolari mirati.

Nella JHD o nella variente- acinetica di Westhphal una prova iniziale di trattamento

con levodopa per la rigidita e il parkinsonismo puo essere utile.

1.8.1.2 Segni Psichiatrici

La depressione puod essere trattata mediante inibitore della ricaptazione della

serotonina (SSRI), come citalopram, fluoxetina. Etc.

La mirtazapina, facente parte della classe degli antidepressivi serotinergici e
noradrenergici specifici (NaSSA), con la sua azione sia antidepressiva che sedativa

¢ utile quando il paziente soffre allo stesso tempo di insonnia.

Gli SSRI possono essere utili anche per trattare pazienti presentanti in
contemporanea depressione e disturbi della gestione della rabbia; invece,
I’irritabilita e 1’aggressivita possono essere gestite mediante neurolettici tipici, gia
citati per la gestione della corea. Invece, per i disturbi del sonno, si potrebbe attuare
inizialmente un ciclo a breve termine di zopiclone o di zolpidem, oppure la
melatonina che diviene particolarmente utile nei casi di inversione del ciclo-sonno

veglia.

Tabella VIII Terapia farmacologica Huntington [308-310]

Terapia Dosaggio da utilizzare | Criteri per iniziare la terapia | Criteri per terminare la
terapia

Depletori dopaminergici

Tetrabenazina 150 mg/die fino ad un|Ipercinesie coreiche Sonnolenza, stanchezza,
massimo di 200 (dose depressione, acatisia,
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media 50/75 mg), grossa
variabilita individuale

insonnia, nervosismo, ansieta,
ipotensione ortostatica

Psicosi,  depressione,  che

possono essere associati 0 meno

a movimenti coreici e alterazioni

dell’ECG.

Aloperidolo 0,5-6mg/die
Pimozide 1,8mg/die
Olanzapina 2,5-20 mg/die
Risperidone 0,5-4mg/die
Clozapina 25-50mg/die
Quetiapina 50-400mg/die
Aripiprazolo 5-15 mg/ die

Ipersensibilita, intolleranza al
farmaco, effetti collaterali
quali: acatisia, discinesie
tardive, distonia, alterazioni
della crasi ematica,
allungamento dell’intervallo

Q-T.

Antiepilettici

Valproato 500-1000 mg/die Disturbi dell’umore e alterazioni|Ipersensibilita eccessiva,
Leviteracetam 500-2000 mg /die psico-comportamentali con|sonnolenza diurna
Carbamazepina _ |200-1000 mg/die mioclono €/o epilessia

Benzodiazepine

Clonazepam 1-8mg/die Mioclono, epilessia, ansia,|Sedazione, amnesia
Alprazolam 0,75-3mg/die disturbi del sonno anterograda, vertigini.
Zolpidem 10-20mg Disturbi dell’equilibrio,

reazioni paradosse

Antidepressivi *

* Scelta e dosaggio ¢ differenziata e personalizzata sulla base della sintomatologia

Citalopram Max 60 mg/die Sintomi  depressivi, disturbi
" - 0 m/di 0ssessivo compulsivi,
Fluoxetina Max 60 mg/die agressivita
Mirtazapina Max 45 mg/die
Sertralina Max 200 mg/die
Dopaminoagonisti
Levodopa In base alla|Rigidita parkinsonismo Nausea, Vomito, anoressia,
sintomatologia ipotensione ortostatica

Altri farmaci

Tossina botulinica

Distonia e bruxismo, rigidita

Baclofen

25-75 mg/die

Spasticita e rigidita

1.8.2 Trattamenti non farmacologici

I trattamenti non farmacologici svolgono un ruolo fondamentale per la gestione del

paziente affetti da HD nell’ambito funzionale, sociale, assistenziale e psicologico.

1.8.2.1 Fisioterapia

La fisioterapia mediante 1’attivita fisica e 1’esercizio motorio nei pazienti affetti da

HD puo portare a benefici significativi riguardo al controllo/ recupero delle funzioni

motorie, al mantenimento dell’equilibrio e al controllo del cammino; il tutto con

ricadute positive e migliorative sule benessere psicologico/fisico, cognitivo e

sociale del soggetto, oltre a ridurre il rischio di caduta e le sequele correlate.

[306;307].
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I1 percorso riabilitativo di un paziente con HD puo essere suddiviso linea generale

in due grandi fasi, la fase iniziale e quella intermedia/avanzata la quale sono

associate ad interventi differenti come rappresentanti nella tabella seguente.

Fase iniziale

Fase intermedia/ avanzata

Riabilitazione con fine preventivo,

Mantenimento capacita residua funzionale

e motoria

Esercizi per il controllo motorio e della
deambulazione, gestione disfagia, esercizi
per mantenimento articolarita, esercizi
respiratori, prevenzione del rischio di
caduta, azioni compensatoriec mediante
modifiche ambientali/domestiche ed ausili

alla deambulazione.

1.8.2.2 Approccio Neuropsicologico

Il neuropsicologo ha un ruolo cruciale

cambiamenti cognitivi della patologia,

nell’identificare sin dalle prime fasi i

nel monitoraggio degli stessi e nella

valutazione dei risultati degli interventi terapeutici. Solitamente il percorso

cognitivo prende piede dalla presenza di un sospetto di deficit cognitivo che pud

essere riferito dalla famiglia, paziente o dal medico di famiglia.

La prima valutazione di questo deficit, se presente, consiste in una valutazione

neuropsicologica completa che comprende:

e Colloquio neuropsicologico, spesso associato ad un confronto con un

familiare

e Somministrazione di test neuropsicologici e ulteriori test al fine di

approfondire le diverse funzioni cognitive

e Valutazione dello stato emotivo, al fine di comprendere quale risulta essere

I’impatto negativo che esso attua sul funzionamento cognitivo.

Successivamente inizia la riabilitazione cognitiva che puo migliorare la compliance

e ’aderenza dei pazienti agli altri trattamenti in atto e rendere piu funzionali ed

efficienti le strategie compensative del deficit cognitivo nella vita quotidiana,

andando cosi ad impattare sia sulla la loro qualita della vita che quelle delle loro

famiglie. [181]
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1.8.2.3 Logopedia e gestione malnutrizione

I logopedisti possono migliorare le capacita comunicative dei pazienti, inizialmente

verbalmente e successivamente mediante ausili comunicativi.

Come gia accennato nei paragrafi precedenti, in numerosi pazienti affetti da HD si
instaura uno stato catabolico dimagrante in assenza di un regime dietetico atto al
calo ponderale; lo stato catabolico si puo instaurare fin dalle prime fasi della
malattia ed il dimagrimento pud essere legato anche alla disfagia o alterazioni

dentarie che devono essere continuamente monitorate.

Nel caso in cui ad un paziente affetto da HD venisse diagnosticata una
malnutrizione, disfagia o dimagrimento, quest’ultimo viene indirizzato ad una
consulenza dietologica al fine di valutare lo stato carenziale, le necessita
nutrizionali del paziente ed elaborare delle strategie atte ad assicurare al paziente

un corretto stato nutrizionale.

La malnutrizione nella HD non ¢ da considerarsi tale solo per carenza di principi
nutritivi quali proteine, lipidi, glucidi di origine alimentare, ma anche da una
idratazione inadeguata. Mentre nelle prime fasi una dieta ad hoc puod essere
sufficiente per combattere la malnutrizione che si verifica nella patologia, nelle fasi
avanzate della stessa, al fine di mantenere uno stato nutrizionale adeguato, puo
essere necessario attuare una nutrizione enterale attraverso una gastrostomia; il tubo
di alimentazione viene inserito come gastrostomia endoscopica percutanea (PEG)

o tramite guida radiologica (RIG) se I’endoscopia non ¢ attuabile.
1.8.3 Assistenza di fine vita

La natura progressiva della patologia rende ’assistenza a fine vita inevitabile per
tutti 1 pazienti. La complessita e la delicatezza dell’argomento, per quanto possa
essere difficile ¢ meglio affrontarla fintanto che i1 pazienti conservano la loro
capacita decisionale e prima che si instauri un significativo deterioramento delle
capacita intellettive. Con il progredire delle problematiche di deglutizione la
somministrazione degli alimenti per via orale pud diventare pericolosa ed
inattuabile. Dinanzi a tale condizione alcuni pazienti optano per la nutrizione per

via enterale spiegata nel paragrafo precedente, mentre altri non la desiderano

indipendente dalla circostanza. Nell’evenienza di una condizione clinica terminale,
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1 pazienti possono anche differire per i livelli di assistenza sanitaria che voglio
ricevere, come antibiotici, ricoveri ospedalieri etc.; a tal fine ¢ consigliato fare il
testamento biologico, inoltre, nelle fasi avanzate della malattia, [’assistenza
domiciliare potrebbe non essere piu sostenibile, richiedendo quindi la necessita di

una casa di cura o residenziale.
1.9 TEST GENETICI

Il test genetico consente di determinare la lunghezza della ripetizione CAG in
ciascun allele del gene codificante per la proteina Huntingtina (IL15); la
metodologia ¢ molto semplice e consiste nell’estrarre il DNA dei linfociti da un
campione di sangue prelevato in loco, per poi selezionare ed amplificare mediante
tecnica PCR la porzione del gene, HTT (IL15), che ospita la mutazione responsabile

della malattia.[296].
1.9.1 Test diagnostici

I test genetici vengono solitamente richiesti dai neurologi per confermare la
diagnosi sospetta in quei pazienti che gia presentano sintomi motori suggestivi di

HD.

Il consenso informato del paziente deve essere ottenuto prima del test, previa
spiegazione della natura della patologia, la sua ereditarieta autosomica dominante
e le implicazioni che un risultato positivo potrebbe andare a delineare per il paziente
e la sua famiglia; deve essere inoltre chiarito che se il test genetico risultasse
positivo, nell’eventualita che il/la paziente volesse avere figli o magari gia li ha, il
rischio di trasmissione della mutazione patologica alla prole ¢ del 50% indipendente

dal sesso del nascituro.

I risultati del test genetico devono essere consegnati di persona al paziente, a cui
seguira, in caso di risultato positivo, un rinvio in una clinica specializzata nella HD
nel territorio se disponibile. Inoltre, dovrebbero essere forniti informazioni circa i
gruppi di sostegno per la HD, tutti 1 supporti sociali e sanitari disponibili sul
territorio ed ai membri della famiglia, se lo ritengono opportuno ed a loro
discrezione, una consulenza genetica. Bisogna tenere in considerazione che i
pazienti aventi sintomi psichiatrici e cognitivi in un contesto di familiarita per HD,

ma non presentanti sintomi motori, devono essere comunque indirizzati a un
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genetista per 1’esecuzione del test genetico, perd quest’ultimo in questo specifico

caso si predisporrebbe piu come test predittivo che diagnostico in senso stretto.
1.9.2 Test predittivi

Il test predittivo ¢ una tipologia di test genetico che viene eseguito su individui
asintomatici, ma che presentano un contesto di ereditarieta per la HD con un 50%

di possibilita di manifestarla nel corso della loro vita.

Esistono delle linee guida internazionali per i test predittivi nella HD che delineano
1 seguenti passaggi: il paziente deve avere una sessione di consulenza pre-test con
un genetista clinico accompagnato preferibilmente da uno psicologo e un
neurologo, seguito da un periodo di riflessione, una seconda consulenza e
successivamente in seguito alla firma del consenso informato scritto, il prelievo del
campione di sangue ¢ 1’esecuzione del test da parte di un genetista clinico in
specifici centri specializzati in tale pratica; il risultato deve essere comunicato, dopo
circa 6-8 settimane, di persona al paziente in un’ulteriore consulenza post-test.[311-

313].

Allo stesso modo dei test diagnostici, ¢ fondamentale spiegare 1’ereditarieta
autosomica dominante della patologia, le diverse implicazioni cliniche associate
alle diverse lunghezze della tripletta CAG, il fenomeno dell’espansione delle
triplette che potrebbe coinvolgere 1 discendenti [316] e il suo potenziale impatto
sull’intera famiglia. Un risultato positivo, come nel test genetico, consiste
nell’individuazione di almeno 36 ripetizioni della tripletta CAG nel primo esone
del gene codificante per la proteina HTT, il quale implica che il paziente sviluppera
la HD ad un certo punto della sua vita, ma senza che sia possibile prevedere I’esatta

eta di insorgenza o il tasso di progressione della stessa.

\

Una situazione di difficile gestione pud sorgere quando si € in presenza della
volonta di alcuni membri del nucleo familiare di non conoscere il proprio stato
genetico; un esempio di una tale situazione potrebbe essere che il nipote di un
individuo affetto, con rischio del 25% di aver ereditato la patologia [315], vuole
sottoporsi al test, mentre il proprio genitore non lo desidera fare. In questo specifico
caso un risultato positivo al test del nipote avrebbe un significato anche per il
genitore a rischio, il quale avra sicuramente ereditato la mutazione, e verra a

conoscenza del proprio stato genetico senza averlo chiaramente espresso.
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Criteri di esclusione all’esecuzione del test predittivo

Eta<l18 anni,

Malattie psichiatriche gravi che alterano la capacita di intendere e di volere

Pressioni esterne che forzano il paziente ad eseguire il test contro la propria volonta

E illegale eseguire dei test predittivi su bambini aventi eta inferiori di 18 anni,
siccome quest’ultimi non possono fornire il loro consenso informato e nessuno puo
acconsentire per loro conto all’esecuzione del test, in dipendenza del fatto che i

pazienti hanno il diritto di non conoscere il loro stato genetico da adulti.

Infine, la percentuale di pazienti a rischio di sviluppare la patologia che procede

all’esecuzione del test predittivo si aggira sul 5-20%.[314]
1.9.3 Diagnosi prenatale ed opzioni riproduttive

La diagnosi prenatale per I’individuazione della mutazione alla base della HD puo
essere eseguita durante la gravidanza. Il campionamento per il test genetico
prenatale puo essere attuato tramite il prelievo dei villi coriali tra la 11-12 settimana
di gestazione o delle cellule libere fetali nel liquido amniotico durante
I’amniocentesi tra la 15-17 settimana. Prima del prelievo del materiale fetale e
I’esecuzione del test deve essere fornita ai genitori una consulenza dettagliata, circa
il loro stato genetico e la decisione di interrompere la gravidanza in caso di risultato
positivo del test. Se 1 genitori non sono ancora stati genotipizzati, si puo optare per
un test di esclusione confrontando lo stato genetico dell’embrione con quello dei

nonni.

E molto importante discutere con i pazienti che desiderano diventare genitori delle
implicazioni della patologia su se stessi e sulla prole, poiché, da un lato sebbene 1
genitori siano liberi dai sintomi da molti anni, (o per tutta la vita se in verita sono
negativi alla mutazione patologica) persiste sempre la possibilita che la malattia si
sviluppi durante la gravidanza o quando 1 figli sono ancora piccoli; inoltre, permane
sempre il rischio di trasmissione del 50% della patologia alla prole, nonostante la
diagnosi prenatale metta un parziale freno a tale problematica rendendo nota gia

durante la gravidanza la presenza o meno della mutazione per HD nel nascituro.

Se la gravidanza viene proseguita nonostante il test sia risultato positivo, il nascituro

avra effettivamente avuto un test predittivo positivo a cui non ha mai acconsentito.



75

2. SCOPO DELLO STUDIO

Gli studi presenti in letteratura si sono focalizzati su singole metriche per
caratterizzare da un punto di vista anatomico e funzionale le alterazioni corticali e

sottocorticali.

In letteratura gli studi hanno evidenziato alterazioni volumetriche alla MRI con
VBM o ROl,a livello di: atrofia WM diffusa, atrofia GM diffusa, atrofia GM
striatale (putamen e caudato) [39;197-201] a partire dei pazienti in fase pre-
manifesta prossimi alla diagnosi, a cui si aggiunge 1’atrofia della GM in altri regioni
striatali o connesse ad essa ( globo pallido[192;194;352-355], ippocampo[190;353],
amigdala[190;356], talamo[279;353;357-360], ipotalamo[247;346-347], insula
[190;347;354;361], substantia nigra[247], striato associativo[247], corteccia
cingolata anteriore e orbitofrontale[247]) sempre a partire dai pre-HD ; le ultime
alterazioni citate sono pero sempre inferiori rispetto al caudato , che ¢ generalmente
riconosciuto come il marker piu sensibile di progressione della patologia nelle varie
fasi della stessa. Con il progredire del decorso della HD, ulteriori studi hanno
evidenziato un’atrofia sempre piu rilevante a livello della corteccia frontale,
occipitale, parietale, motoria e sensorimotoria. [198;273;346;353;358;360;362-
364]. Mentre dal punto di vista di relazione tra imaging volumetrico e 1’ambito
funzionale si € rilevato che 1’atrofia cerebrale € associata a declino del TFC, score
motori e cognitivi[199], che la perdita volumetrica striatale correla con 1’eta di
insorgenza e lunghezza della ripetizione CAG[189;190;194], che gli score MMSE
e cognitivi sono inversamente correlati con la perdita volumetrica del
caudato[196;189], che 1 deficit oculomotori e visuospaziali si associano ad atrofie
a livello della corteccia visiva[353] e prefrontale [346] ed infine che ’atrofia della
WM si associa al declino delle prestazioni motorie, cognitive e maggiore lunghezza

delle ripetizioni CAG.[197;199].

Invece lo spessore corticale nei pazienti pre-manifesti in letteratura ¢ ridotto a
livello pre-centrale, nel giro frontale superiore, giro frontale medio, giro supero-
parietale[286], giro temporale superiore-medio-inferiore e precuneo[195;198;277],
mentre nei pazienti manifesti 1’assottigliamento diviene piu prominente nel
precuneo, giro precentrale e post-centrale ( area motoria primaria € somato-
sensoriale) per poi progredire in senso postero-anteriori alle regioni premotorie,

parieto-occipitali nella fase avanzata della patologia.[195;274]. Una menzione
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speciale merita lo studio (Nopoulos et al.2007) che ha riscontrato uno spessore

corticale aumentato nei pre-HD rsipetto ai sani [278]

A livello di LGI quest’ultimo ¢ ridotto nei pre-manifesti nella corteccia motoria,
visiva e temporale [283], nel giro supero-parietale sx [286;294], giro temporale
superiore dx [286;294] e nelle regioni latero-occipitali e precentrali[280;283],
mentre nei pazienti manifesti si riscontra un’ulteriore e progressiva riduzione delle

regioni lateroccipitali e nel giro precentrale[288].

Un recente studio (Stoebner et al.2022), applicando un approccio multimodale per
caratterizzare la morfologia corticale nei pazienti HD, ha evidenziato alterazioni
dello spessore corticale nei giri precentrali e postecentrali, della profondita solcale
in quasi tutte le regioni encefaliche, poiché le misure di SD sono poco sensibili,

invece per LGI il riscontro ¢ localizzato a livello insulare.[274].

Tutti gli studi che sono stati eseguiti fino a questo momento sulla HD hanno
evidenziato alterazioni anatomiche e funzionali, corticali e sottocorticali, senza mai
andare ad esplorare quale risultasse essere 1’interplay delle diverse alterazioni
subcorticali-corticali a livello dello stesso campione, sia per per le alterazioni
morfologiche, cliniche e funzionali. A tal fine il nostro studio si prefigge di
esplorare tale aspetto mediante un approccio innovativo di PET-RM e surface-

based associato ad un assessment clinico, funzionale, motorio e cognitivo.

In sintesi, gli obiettivi di questo studio sono:1) esplorare le alterazioni sottocorticali
e corticali al momento della visita via VBM rispetto a un gruppo di partecipanti sani
di pari eta. 2) caratterizzare la natura di tali alterazioni indagando se riflettano un
progressivo danno a livello della corteccia (spessore corticale) o un’alterata
plasticita corticale (area superficiale) o se invece siano il riflesso delle alterazioni
in aree vulnerabili alla nascita, indagate tramite LGI 3) identificare ,quali tra le aree
riscontrate significativamente alterate, spiegano maggiormente i sintomi descritti
(motori, cognitivi, comportamentali) e le variabili cliniche(eta di esordio, numero

triplette, durata di malattia, sesso).
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3. MATERIALI E METODI

3.1 Partecipanti

Lo studio, di natura osservazione trasversale, ¢ stato realizzato prendendo in
considerazione la popolazione dei pazienti affetti da HD geneticamente determinata
presso il centro per i Disturbi del Movimento del dipartimento di Neuroscienze
dell’universita degli studi di Padova.

Da un pool di 50 pazienti aventi diagnosi di malattia di Huntington geneticamente
determinata e seguiti presso il nostro centro dal 2010 al 2022, con stadi di malattia
variabili (da sintomatico ad avanzata), di cui 37 valutati in manera estesa con
anamnesi, visita medica con scala motoria dell’UHDRS e una batteria estesa di test
neuropsicologici; per questo studio sono stati inclusi 19 pazienti valutati mediante
PET/ RM 3T e 34 soggetti sani di pari range di eta e sesso valutati mediante la
medesima PET/RM (CERMEP — Imagerie du vivant, www.cermep.fr and Hospices
Civils de Lyon.)[316]

Tutte le valutazioni appena elencate sono state eseguite in un breve arco di tempo
(la maggior parte dei pazienti entro una settimana, la porzione rimanente entro un

mese).

3.2 Esame clinico e neuropsicologico

3.2.1 Valutazione motoria

La valutazione motoria dei pazienti ¢ stata eseguita nell’ambito di una visita
neurologica da medici esperti che hanno eseguito un training apposito per la

somministrazione della porzione motoria dell’UHDRS.

La valutazione motoria ¢ costituita dalla valutazione dell’oculomotore (item), della
corea (7 item), della bradicinesia (11 item), della distonia (5 item) e della rigidita
(2 item); la sommatoria totale dei vari item corrisponde ad un valore numerico che
viene definito TMS (total motor score) e che conferisce una stima del grado di
disabilita motoria del singolo paziente [158]. Maggiore ¢ il valore del TMS
raggiunto, maggiore ¢ la disabilita motoria del paziente, per un range compreso tra

0 e 106 punti.


http://www.cermep.fr/
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3.2.2 Valutazione funzionale

Per stimare il grado di funzionalita dei pazienti, nella vita di tutti i giorni, sono state
realizzate le valutazioni funzionali previste dalla scala UHDRS [158]; nello
specifico il functional assesment (FAS), I’indipendence scale (IS) e la total

functional capacity (TFC).

La scala FAS ¢ composta da una batteria di 25 attivita quotidiane comunemente
eseguite tra le quali lavarsi, pettinarsi, preparare i pasti, etc. Ad ognuna di queste
domande la risposta puo essere si 0 no, in funzione della capacita del paziente di
eseguire le varie attivita in modo indipendente o con la necessita di un aiuto esterno.
Viene conferito un punto per ogni “si”, quindi nella sua totalita il test presenta un
punteggio minimo di 0 e un massimo di 25 punti, ove quest’ultimo corrisponde alla

capacita di eseguire tutte le attivita quotidiane comuni senza aiuti.

L’indipendence scale conferisce un valore compreso tra un minimo di 10 ed un
massimo di 100: il punteggio di 100 esprime un’autonomia totale, mentre i punteggi
inferiori al valore massimo sono associati ad una progressiva perdita di autonomia.
Il punteggio di 10 indica la necessita per il paziente di una nutrizione di tipo enterale

e I’allettamento.

La total functional capacity valuta la capacita di eseguire un lavoro, di eseguire la
attivita domestiche, di gestire le finanze, di effettuare le ADL (activities of daily
living) e la necessita di assistenza. Il punteggio TFC va da un minimo di 0 ad un
massimo di 13, dove quest’ultimo valore rappresenta un paziente in grado di
svolgere tutte le funzioni precedentemente citate senza la necessita di assistenza

alcuna.
3.2.3 Valutazione comportamentale

La valutazione comportamentale ¢ stata eseguita mediante la CIRS e la parte

comportamentale della UHDRS.

La CIRS [317] ¢ una scala ideata per valutare la consapevolezza del proprio stato
di malattia (inisght), che spesso risulta essere alterata nei pazienti affetti da HD.
Prima della somministrazione, abbiamo valutato la severita della patologia
attraverso dei test che misurino oggettivamente i deficit cognitivi e funzionali del

paziente, cosi da poter valutare quanto la percezione del paziente sia vicina alla



79

realta. A tal fine abbiamo eseguito domande, anche in presenza del caregiver,
riguardo le motivazioni della visita, della presenza di deficit cognitivi, deficit

funzionali e riguardo la progressione della malattia.

La porzione del’UHDRS che analizza le problematiche comportamentali
(Behaviour Assesment) tiene in considerazione la deflessione del tono dell’'umore,
I’autostima, 1’ansia, I’aggressivita, le ossessioni, le compulsioni, i pensieri suicidari,
1 deliri e le allucinazioni, conferendo a ciascuno di essi un punteggio che deriva
dalla somma dello score della gravita (da 0 a 4) e della frequenza (da 0 a 4) del

disturbo.

In dipendenza che I’insight sia completo, parziale o nullo, viene attribuito un
punteggio a ciascun item, fino ad un massimo di 8 punti in presenza di un insight

nullo in tutti gli ambiti testati.
3.2.4 Valutazione cognitiva

Per le valutazioni cognitive del seguente studio abbiamo incluso un’approfondita
valutazione mediante le scale di valutazione dello stato cognitivo globale, Mini-
Mental State Examination (MMSE) e il Montreal Cognitive Assessment (MoCA),
inoltre, in aggiunta a ci0, abbiamo indagato per la prima volta i 6 domini cognitivi
(attentivo, esecutivo, apprendimento e memoria, linguaggio, funzione percettivo-
motoria € cognizione sociale). Nello specifico il test per le fluenze verbali, la
memoria di prosa, il Trail Making Test (TMTA, TMTB, TMT B-A), il Symbol
Digit Modality Test (SDMT), Benton- Giudizio di orientamento di linee, Test di
Stroop, Hopkins Verbal Learning Test Revisionato (HVLT-R), Boston Naming
Test, Reading Mind in the eyes test (RMET), Test della figura complessa di Rey-
Osterreith (ROCF).

I1 MMSE [318] ¢ composto da 30 domande volte ad esplorare sette differenti aree
cognitive (orientamento nello spazio, orientamento nel tempo, registrazione di
parole, attenzione e calcolo, rievocazione, linguaggio e prassia costruttiva). Il

punteggio totale € compreso tra un minimo di 0 ad un massimo di 30 punti.

Un punteggio uguale o inferiore ¢ rappresentativo di una grave compromissione

delle abilita cognitive; un punteggio compreso nell’intervallo 18-24 ¢ indice di una
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compromissione da moderata a lieve, un punteggio di 25 ¢ considerato borderline,

mentre da 26 a 30 ¢ indice di normalita cognitiva.

I MoCA [319] analizza otto domini: memoria a breve termine e verbale di
richiamo, abilita visuospaziali funzioni esecutive, attenzione, concentrazione,
memoria di lavoro, linguaggio, orientamento nel tempo e nello spazio. Un
punteggio di almeno 26/30 indica un risultato che rientra nel range di normalita,
mentre punteggi inferiori sono considerati patologici. Come scala globale, il MoCA
¢ piu preciso del MMSE nel valutare deficit cognitivi nella malattia di Huntington;
studi hanno inoltre dimostrato che il punteggio del MoCA correla con I’atrofia

corticale e il volume dei nuclei caudati nei pazienti affetti da HD.[320]

I1 Test di fluenza verbale si esegue chiedendo al paziente di elencare in 60 secondi
tutte le parole che gli passano per la mente associate ad una determinata categoria
semantica (es: colori, animali, frutta) o fonemica (es: parole che iniziano con la

lettera C).[321]

Il test di memoria di prosa (raccontino di Babcock) si basa sulla lettura di un breve
racconto, che il paziente deve cercare di memorizzare e provare a rievocare per ben
due volte, una subito dopo la lettura ed una dopo 10 minuti. Per ciascun dettaglio
che viene citato nella rievocazione del paziente viene conferito un punteggio, fino
ad un massimale di 8 punti per rievocazione. In totale si puo ottenere un punteggio

compreso tra 0 e 16.[322]

Il Trail Making Test (TMTA, TMTB, TMTB-A), usato per la prima volta nel 1944,
¢ ampiamente utilizzato come metodo per valutare le abilita visuo-spaziali, visuo-
motorie e attentive. La parte A del test necessita che il paziente colleghi una serie
di numeri tra loro in ordine crescente all’interno di un foglio bianco, invece la parte
B richiede di connettere fra loro numeri e lettere in ordine crescente in maniera
alternata. La porzione A esplora le capacita di scanning visivo, riconoscimento
numerico e di abilitd motorie; la parte B richiede in aggiunta alla precedente la
presenza di una certa flessibilita mentale al fine di passare da uno stimolo all’altro
e quindi concludere il test. Il punteggio conferito ad ogni parte corrisponde al
numero di secondi di cui il paziente ha necessitato per concludere il test. Maggiore
¢ il punteggio, maggiore ¢ il deficit cognitivo, inoltre i punteggi vengono valutati

in base alle normative per eta e scolarizzazione. Per ottenere un valore unico ed
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eliminare la componente puramente motoria del test, viene considerata la differenza

tra B e A (TMT B-A) [323]

I1 Symbol Digit Modality Test ¢ un test neuropsicologico che esamina I’attenzione
sostenuta (vigilanza e memoria di lavoro). Al paziente viene fornita una chiave-
legenda costituita da cifre e un simbolo corrispondente a ciascuna di esse. Nella
versione orale, al paziente viene data una lista di simboli a cui deve correttamente
associare a voce il numero corrispondente. Il punteggio equivale al numero delle
associazioni corrette effettuate entro il limite di tempo previsto (90 secondi). Il

punteggio puo variare da 0 a 110. [324]

I1 test di Benton- Giudizio di orientamento di linee ¢ un test neuropsicologico
sviluppato per valutare i deficit visuospaziali, che sono principalmente a carico
dell’emisfero destro. Il paziente deve stimare correttamente I’angolazione di due
linee disegnate nello spazio, facendo riferimento ad un set di 11 linee poste a
semicerchio e separate tra di loro da un angolo pari a 18°. Gli item del test sono 30
e viene conferito un punto per ogni item corretto eseguito dal paziente. Per il nostro
studio abbiamo utilizzato come cut-off patologico un punteggio pari o inferiore a

20.[325]

Il test di Stroop (versione abbreviata) ¢ un test usato al fine di analizzare il
fenomeno dell’interferenza cognitiva, che avviene quando uno stimolo ha piu
caratteristiche che interferiscono tra loro. Al paziente vengono fornite tre liste di
nomi di colori (verde, rosso, blu); le prime due liste che il paziente deve leggere a
voce alta sono congrue, ossia la prima lista ¢ in bianco e nero e riporta solo i nomi
dei colori, mentre la seconda presenta gli stessi nomi scritti con inchiostro del colore
corrispondente, infine la terza lista ¢ caratterizzata da una lista di nomi di colori
scritti con inchiostro di colori non corrispondenti (es: la parola verde ¢ scritta con
inchiostro rosso); al paziente viene richiesto di leggere il colore dell’inchiostro,
dovendo quindi inibire contemporaneamente lo stimolo automatico a leggere la
parola. Lo psicologo prende nota del numero, degli errori effettuati e il tempo
impiegato per completare ciascuna lista. Mediante due formule viene calcolato
rispettivamente 1’effetto dell’interferenza sugli errori e sul tempo impiegato;

ciascuno di questi effetti ha un preciso cut-off patologico.[326]
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Lo Hopkins Verbal Learning Test (revisionato) ¢ stato usato per valutare le capacita
di apprendimento verbale e la memoria di lavoro. Al paziente viene letta una serie
di parole tre volte, ¢ dopo ogni volta dovra provare a ricordare quante piu parole
possibili. Viene anche richiesto un tentativo di richiamo differito dopo 20 minuti.
Infine, lo psicologo leggera una lista di parole comprendenti le parole delle liste
precedenti, e il paziente dove riferire quali tra queste parole facesse parte della

lista.[327]

I1 Boston Naming Test ¢ un test che prevede la denominazione di una serie di
immagini mostrate al paziente. Viene conferito il punteggio di 1 per ogni risposta
corretta, anche se ottenuta mediante un aiuto (stimolazione semantica, non
fonologica). La versione utilizzata ai fini di questo studio prevede 30 item, il cut-

off patologico ¢ fissato a 24.5.[328]

I1 Reading Mind in the eyes test ¢ un test neuropsicologico adoperato per misurare
I’abilita nel riconoscere i pensieri e le emozioni delle altre persone, ossia la
cosiddetta “theory of mind”. Il seguente test si fonda su una serie di fotografie dove
sono mostrati gli occhi di diversi individui in vari stati emotivi, rispetto ai quali il
paziente deve cercare di identificare il corretto stato emotivo scegliendo tra una

serie di opzioni che vengono fornite.[329]

II Test della figura complessa di REY-Ostrreith ¢ stato disegnato per valutare la
prassia visuo-costruttiva e la memoria spaziale. Consiste in un compito di disegno
di copia immediata e di rievocazione differita di una figura geometrica
bidimensionale complessa. Nella figura si sono individuati 18 elementi grafici.
Considerando separatamente ogni unita, si valuta la correttezza si ogni elemento

all’interno del disegno globale. [330]

Al fine di identificare lo stato patologico e confrontare le performance cognitive tra
1 diversi test, per ciascun punteggio abbiamo calcolato lo z score (sottraendo al
singolo punteggio la media dei soggetti sani nel range di eta e scolarita e dividendo
poi il risultato per la deviazione standard unitaria del campione normativo) Uno z
score < -1.5 ¢ stato considerato patologico. Per ciascun dominio infine abbiamo
calcolato lo z compound, derivando la media degli z-score dei test che esplorano

tale dominio.
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3.3 Acquisizione delle immagini MRI

La risonanza magnetica ¢ stata eseguita nel contesto di un esame di PET/risonanza
Siemens a 3T combinata presso la Medicina Nucleare dell’ospedale di Padova. 11
protocollo clinico di acquisizione includeva tra le altre le immagini anatomiche
MPRAGE T13D e 3D pesate in T2, e le sequenze 3d FLAIR e sequenze 2d SWI

utili al fine di escludere la co-presenza di patologie vascolari.

3.4 Analisi Voxel-based delle immagini MRI

Al fine di evidenziare il pattern di alterazione corticale e di sostanza bianca dei
pazienti con HD vs. sani ¢ stata ¢ stata eseguita un’analisi di morfometria basata sui
voxel (VBM) “whole brain” delle immagini anatomiche acquisite in RM, ossia una
analisi comprensiva di tutto il tessuto cerebrale, mediante 1’ausilio di software
automatizzati.

Il processamento dei dati di risonanza magnetica prevede uno step iniziale di
segmentazione delle immagini RM, capace di identificare le regioni appartenenti
alla sostanza grigia (GM), sostanza bianca (WM) e liquor (CSF), basandosi
sull’intensita e sulla distribuzione spaziale dei voxel.

A questo step segue la normalizzazione, ossia un processo di trasformazione
spaziale di ciascun’immagine del cervello del paziente in uno spazio comune al fine
di poter confrontare le medesime aree del cervello tra pazienti evidenziandone le
differenze morfologiche. Il processo di normalizzazione prevede 1’integrazione
matematica delle trasformazioni spaziali tra GMisoggetto—>GMstandard, WMsoggetto-
>WMitandard € CSFsoggetto= CSFstandard al fine di sovrapporre I’'immagine del soggetto
a quella del template standard. Uno degli spazi standard piu utilizzati ¢ il Montreal
Neurological Institute space (MNI) ottenuto dalla media di 305 acquisizioni RM di
soggetti sani. La misura matematica (jacobiano) che quantifica in maniera vettoriale
lo spostamento di ciascun voxel della RM del soggetto per sovrapporsi all’area
corrispondente nello spazio MNI viene poi utilizzata come peso per modulare
I’intensita di grigio di ciascun voxel nell’immagine RM normalizzata costituendo
quindi una misura morfometrica di alterazione della corteccia o della sostanza

bianca nella metodica VBM.
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Per il nostro studio, le immagini sono state processate con BAAD v4.3, un software
integrato con lo strumento di mappatura parametrica statistica SPM12. Il software
include inoltre un Computation Anatomy Toolbox (CATI12) sviluppato in
MATLAB, mediante cui ¢ stata eseguita la segmentazione diffeomorfa delle
immagini T1-pesate 3D dopo la correzione delle disomogeneita, valutazione del
controllo qualita e stima del volume intracranico.

Le sequenze FLAIR-T2 pesate sono state incluse nella segmentazione multimodale
per correggere la stima dell’atrofia cerebrale dalle lesioni della sostanza bianca,
migliorando cosi anche la segmentazione delle strutture sottocorticali.

La normalizzazione nello spazio MNI standard ¢ stata attuata grazie allo strumento
CATI12, integrato in BAAD. Sono state quindi ricavate per ciascun soggetto le
mappe di deformazione GM(VBM-GM) e WM (VBM-WM) utilizzando una
maschera dell’atlante MNI: rispettivamente GM-T1 (soglia 35%) e MNI-Fractional
anisotropy per la WM con soglia 25% per evitare 1’errata associazione del tessuto
aGM o WM.

Al fine di identificare il pattern di alterazione corticale e sottocorticale di ciascun
paziente HD ¢ stato prima confrontato in VBM —GM e VBM-WM ciascun paziente
con i soggetti sani di pari eta e sesso derivanti dal dataset ADNI incluso nel software
BAADs [148] mediante un’analisi non parametrica con il tool SnPM12. Le mappe
T-stats statistiche risultanti sono state incluse nell’analisi di secondo livello T test
sia per la GM che WM. Alle mappe ottenute ¢ stato applicato il threshold-free
cluster enhancement [149], metodo non-parametrico di stima dei cluster ottimale
per soglia statistica bassato su 5000 iterazioni Leave —One-Out-(LOO) e corretti
per correzioni multiple a FWE p<0.001. Le mappe risultanti sono state sovrapposte
alla ricostruzione 3D del template standard nello spazio MNI. La localizzazione dei
cluster di attivazione ¢ stata definita per la GM sulla base dell’atlante fornito con
uno strumento automatizzato di parcellizzazione anatomica AAL 3.1, mentre
I’atlante  JHU White-Matter Tractography Atlas ¢ stato utilizzato per

I’individuazione dei fasci di WM.
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Fig. -9 Rappresentazione schematica dei passaggi eseguiti sopradescritti. Riprodotto da
Syaifullah AH et al., 2021 [334]

3.5 Analisi delle misure di spessore corticale, area
superficale e indice di girificazione surface-based(LGI)

Come evidenziato nel paragrafo precedente, la VBM-GM consente di individuare
una generica differenza morfologica tra il soggetto e il template standard. Al fine
di comprendere la natura di tale alterazione, sono state considerate tre misure: 1)
cortical thickness, che descrive le alterazioni di spessore dello strato di corteccia,
2) surface area WM, che descrive 1 processi di plasticita corticale quantificando
quindi le alterazioni locali dell’estensione dei giri e solchi derivanti dalle
connessioni cortico-corticali, 3) Il Local Gyrifcation Index, che ¢ una misura delle
alterazioni morfologiche macroscopiche dei giri e solchi avvenute in eta dello
neurosviluppo.

Per ricavare queste misure ¢ necessario identificare la superfice della pia e della
sostanza bianca. A tal fine, la parcellazione dello spessore corticale ¢ stata effettuata
utilizzando il pacchetto software Freesurfer toolkit (versione 7.1) (Dale et al.,
1999[332]; Fischl et al., 1999a [333]; Fischl et al., 2004[335]), liberamente
disponibile on-line su http://surfer.nmr.mgh.harvard.edu/ [336]. FreeSurfer ha uno

strumento specializzato per la parcellazione automatizzata della materia grigia
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neocorticale. Le caratteristiche del processo sono il calcolo della curvatura
dell'interfaccia della materia grigia e bianca al fine di caratterizzare i solchi, i giri e
l'inflazione dell'intero cervello in una sfera allo scopo di registrare 1 soggetti
all'atlante standard (Desikan et al., 2006[288]; Fischl e Dale, 2000[275]; Fischl et
al., 2001[334]; Fischl et al., 2004[335]. La mappatura tra i soggetti e l'atlante viene
eseguita utilizzando una registrazione non rigida sulla superficie sferica. Il processo
di normalizzazione non lineare e di trasformazione produce un indice di atrofia
indicato come e-TIV per ogni soggetto elaborato. Il risultato finale ¢ la
parcellazione della corteccia umana in 34 regioni di interesse in ciascun emisfero
in 19 sostanze bianche sottocorticali e strutture volumetriche di materia grigia
profonda (come tronco cerebrale, ippocampo, amigdala, caudato, accumbens,
putamen, pallidum, ventricoli del cervelletto) [312]La superficie corticale estratta
nello spazio nativo delle immagini ¢ stata utilizzata per la creazione di una
superficie esterna, che ¢ servita come base per il calcolo dell'LGI
(https://surfer.nmr.mgh.harvard.edu/fswiki/LGI[335]). Il calcolo IGI locale ¢ stato
eseguito come parte del software FreeSurfer utilizzando Matlab R2016b
(Mathworks, Natick, MA). Sulla superficie dello "scalpo" vengono create circa 800
regioni sferiche di interesse sovrapposte con il vertice come punto centrale e un
raggio standard di 25 mm. Attraverso un algoritmo di corrispondenza, una
corrispondente regione di interesse viene identificata sulla superficie piale per
ciascuna di queste regioni. Il rapporto tra I'area della superficie piale e 1'area della
superficie esterna fornisce il valore LGI per ciascun vertice, 1 cui quozienti sono
utilizzati per la creazione di una mappa individuale dell'LGI all’interno della quale
quest’ultimi hanno valori compresi tra 1 e 5; un LGI di 5 indica che ’area delle
circonvoluzioni corticali € 5 volte I’area a livello dello scalpo, mentre un LGI di 1
rappresenta una corteccia piatta nell’area di interesse, che puo presentarsi nel caso
di agenesi corticale o di lesioni tumorali.

Tutto il processo appena descritto ¢ stato ripetutamente ripetuto con regioni di
interesse in gran parte sovrapposte, risultando in mappe corticali di girificazione
per successivi confronti statistici. [307].

Onde rendere la distribuzione dei valori normale e quindi soddisfare i requisiti per
I’analisi GLM, ¢ stata applicato a ciascuna mappa uno filtro di smoothing gaussiano
con kernel FWHM=5mm per LGI (che gia include uno smoothing di 2mm nelle

mappe) e 10 mm per cth e area.
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Al fine di identificare il pattern di alterazione corticale il gruppo HD ¢ stato
confrontato per ciascuna metrica (CTH, Area superficiale, LGI) tramite una analisi
surface based GLM covariando per eta e e-TIV con i soggetti sani di pari range di
eta e sesso del dataset. A ciascuna mappa ottenuta ¢ stata applicata una threshold
p<0.05 Montecarlo corretta ottenuta confrontando la mappa con quella media
derivante da 10000 simulazioni.

Analogamente sono stati calcolati 1 valori dei volumi sottocorticali ottenuti dalla
parcellizzazione di ciascuna T1w3D. Onde aumentare il potere statistico, laddove i
valori ottenuti per I’emisfero destro e sinistro raggiungevano un valore di
correlazione parziale al netto di eta e e-TIV di r=0.7 ¢ stato calcolato il valore medio
LR. I valori dei volumi ottenuti sono stati poi inclusi in una analisi GLM
multilineare includendo eta e e-TIV come covariata e il gruppo HD vs. HC come
fattore. Una soglia di significativita p<0.05 Sidak corretto per multiple comparison

¢ stata utilizzata per individuare le regioni sottocorticali alterate nella patologia HD.

3.6 Correlato corticale e sottocorticale dei deficit motori,

cognitivi e delle variabili cliniche: analisi ROI based.
Al fine di definire il ruolo svolto dall’ alterazione sottocorticale (WM) o corticale
(GM) nello spiegare le variabili cliniche, la media dei valori T score ¢ stata estratta
dai cluster di attivazione FWE corretti ottenuti in VBM dal confronto HD vs. HC.
I due valori medi ottenuti sono stati inclusi come variabili indipendenti in una
analisi di regressione multilineare a passi volta alla selezione tra GM e WM di quale
da sola o in combinazione possa spiegare le variabili cliniche dei pazienti incluse

come variabili dipendenti.

Al fine di individuare un ruolo peculiare delle metriche corticali in regioni
specifiche nello spiegare le variabili cliniche ¢ stato adottato un analogo processo
di selezione delle variabili. Prima di includere nel modello i valori sono stati
normalizzati attraverso la z-trasformata sottraendo CAGal valore di ciascun
paziente la media dei valori della metrica nella regione ottenuta nel gruppo sano e

divisa per la deviazione standard unitaria.

Nel modello multilineare come variabili indipendenti sono stati inclusi 1 valori medi

estratti da ciascun cluster per aree, Cth e LGI e i1 volumi delle regioni
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significativamente alterati nel’HD. Una soglia di p<0.05 ¢ stata usata per la

forward selection e di p=0.1 per la backward selection.

3.7 Analisi statistica

3.7.1 Descrittiva variabili demografiche cliniche del
campione

I dati ottenuti attraverso 1’anamnesi e le valutazioni motorie, funzionali e
cognitivo-comportamentali sono state descritti con analisi esplorative,
andando a valutare separatamente variabili continue e categoriali, ottenendo
rispettivamente media/deviazione standard e frequenze

assolute/percentuali.

Con il test Mann Whitney ¢ stata confrontata la distribuzione di eta tra HC

e HD. Con il test chi quadro ¢ stata confrontata la frequenza di M/F nei due
gruppi.

E stata infine eseguita un’analisi di regressione lineare di tra il numero di triplette

nei soggetti affetti e 1’age of onset.

4. RISULTATI

4.1 Caratteristiche demografiche

La nostra popolazione di studio ¢ costituita dai 19 pazienti, sui 37 dello studio
precedente del 2022, che sono stati valutati mediante PET/ RM 3T e dai 34 soggetti
sani di pari range di eta e sesso (HC) valutati mediante la medesima metodica di
PET/RM.

Le caratteristiche intrinseche della popolazione HD e HC (34 soggetti non aventi
HD) sono state riassunte nella tabella sottostante (tabelle IX).

Seppure con range di eta simili, la distribuzione differisce nei due gruppi
(p<0.003), con un eta media nei soggetti HC di 37 anni (SD=10,45), mentre nei
soggetti HD si attesta sui 50 anni di eta (SD=11,07) ed ¢ associata ad una durata

media della patologia di 3,07 anni. La distribuzione percentuale per sesso tra
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maschi e femmine ¢ invece simile (negli HC 50% vs. 58% negli HD). La media
delle espansioni di triplette CAG patologiche nei 19 soggetti HD si attesta sui 43,
con un massimo di 39 e un minimo di 50. L’eta d’esordio della patologia tra 1
pazienti sintomatici ¢ in media di 45 anni, compresa in un range tra 27-63 anni di
eta. All’interno della popolazione HD i pazienti si suddividono in base all’eta di
insorgenza come quanto segue: 10% Joung onset, 74% Early onset e 16% Late
onset; allo stesso tempo 1 pazienti HD possono essere ulteriormente divisi in base
al MDS- stage della patologia con la seguente distribuzione: 16% stadio

1 (presintomatici), 32% stadio 2 (prodromici) e 53% stadio 3(manifesti).

Nella tabella sono inoltre riassunti la media dei punteggi di UHDRS (motor),
UHDRS-chorea, UHDRS-FAS, UHDRS-IS, UHDRS-rigidity, UHDRS-TCF,
MMSE E MoCA (punteggi sono stati corretti per scolarita).

Tabella IX Riassunto delle caratteristiche demografiche e cliniche della
popolazione HC e dei soggetti HD esaminati con valutazione motoria,
funzionale e cognitivo-comportamentale.

HC HD Mann Whitney
N=34 N=19 Utest
Mean D 25-975P Mean D 25-975P pvalue
Age 36,676 10,464 23,4-593 49,737 11,055 31,0-76,0 0,0003
sex (M) 50% 42% 0,7908
age of onset 45 10,139 27-63 /
Joung onset (20-29y) 10%
Early onset (30-59y) 74%
Late onset (>59y) 16%
CAG triplets expansion 42,625 2,363 39-50 /
disease duration 3,071 2,616 0-9 /
MDS-Stage /
1(%) 16% /
I1(%) 3% /
1Nl (%) 53% /
UHDRS (motor) 21,437 17,115 0-56 /
UHDRS -chorea 7375 6,82 0-21 /
UHDRS -FAS 20,944 4,359 10-25 /
UHDRS-IS 88,333 14,246 55-100 /
UHDRS -rigidity 4,687 4,285 0-16 /
UHDRS-TCF 10,706 3,016 3-13 /
MMSE PC 24,411 2,804 19-30 /
MoCA PC 19,548 4,424 13,5-26,2 /
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4.1.1 Alterazioni motorie, cognitive e cerebrali negli stadi

MDS della HD

Al progredire della condizione patologica nei vari stadi MDS LM (1=
presintomatico, 2=prodromico, 3=manifesto), si ¢ evidenziato un peggioramento di
tutti gli score valutati tramite ’'UHDRS, motorio (motorio, corea, rigidita) e
funzionale (functional assesment (FAS), I’indipendence scale (IS) e la total
functional capacity (TFC)). Tale andamento ¢ rappresentato nel grafico box-plot

che segue (Fig.10)
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Fig. 10 Progressione score UHDRS in relazione agli stadi MDS nei pazienti HD

Il Trend dello z score dei test neuropsicologici atti a valutare 1’ambito cognitivo,
(nello specifico: 1’aspetto attentivo, esecutivo, del linguaggio, della memoria,
visuospaziale e cognitivo sociale), ¢ rappresentato da un declino continuo e
progressivo al progredire degli stadi della patologia, fino a raggiungere e superare
nell’ultimo stadio della stessa lo score soglia (z<-1,5), oltre il quali i singoli domini

vengono definiti patologici. (Fig.11)
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Fig. 11 Grafico a scatole e baffi che mette in relazione lo z-score dei singoli domini cognitivi
con gli stadi MDS della patologia (soglia patologica z<-1,5

Lo score globale dell’atrofia (t-score) della GM ¢ WM messo in relazione allo

stadio clinico, in un diagramma box-plot, mostra un significativo aumento

progressivo dell’atrofia corticale e sottocorticale al progredire degli stadi

patologici, con il massimo valore riscontrato nei pazienti clinicamente manifesti.

(Fig.12)
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manifesti;2=prodromici,; I =presintomatici) mediante test di Kruskal Wallis
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4.2 Pattern di alterazione alla visita: Voxel-based HD vs HC

matched sex&age

4.2.1 Pattern di alterazione corticale

L’analisi dei pattern di atrofia corticale del nostro gruppo di pazienti ha
permesso di evidenziare diverse aree di atrofia statisticamente significative
(Fig.13):
e A livello frontale: giro retto e corteccia orbitofrontale; giro frontale
superiore; giro frontale inferiore (pars triangularis); giro

cingolato anteriore; area supplementare motoria

A livello parietale: giro post-centrale; lobuli parietale superiore e

inferiore; precuneo.

A livello temporale: polo temporale anteriore, giro temporale inferiore sx

(corteccia IT)

A livello occipitale: giro occipitale superiore
Lobo dell’insula

Risultano esenti da segni di atrofia significativa rispetto ai controlli in
particolare la gran parte del giro precentrale, il lobo temporale escluso il
polo anteriore e la corteccia IT, il lobo occipitale tranne il giro occipitale
superiore. La sostanza grigia sottocorticale ¢ risultata atrofica a livello di

caudato, putamen e n. accumens bilateralmente (Fig.14).
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Fig 13 Pattern di atrofia corticale dei soggetti HD vs controlli sani appaiati per sesso

ed eta
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caudate

accumbens

Figl4 Pattern di atrofia della sostanza grigia sottocorticale dei soggetti HD vs

controlli sani appaiati per sesso ed eta

Nella tabella che segue sono riassunte le aree corticali che sono risultate
essere piu significative dalla comparazione tra i pazienti HD e la

popolazione HC sana in seguito ad appaiamento per sesso ed eta.

Tabella X Comparazione voxel based morphometric della GM dei pazienti HD
rispetto ai controlli sani con dati appaiati per eta e sesso. Threshold p<0,001
(FWE-Corrected)

X MNI Y MNI Z MINI kE P-FWE-corr TFCE
Front sup orb R 16 27 -15 105782 0,000 47385
Temp infl -40 2 -34 5263 0,000 20711
Thalamus R 21 -12 10 235 0,000 18658
PrecuneusR 16 -54 26 836 0,000 17461
Occipital Sup R 27 -76 36 326 0,000 14847
Temporal Mid L -57 -30 3 263 0,001 13135
Frontal Inf Oper R 45 6 26 13 0,001 12228

4.2.2 Pattern di alterazione sottocorticale

L’analisi dell’atrofia della sostanza bianca sottocorticale ha mostrato una
riduzione di volume rispetto ai controlli a livello delle seguenti aree (Fig.

15):
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e Fascicolo longitudinale inferiore (anche detto fascicolo temporo-
occipitale, origina dal polo temporale e giunge alla corteccia
occipitale);

e Fascicolo longitudinale superiore (collega il giro frontale inferiore e
il giro precentrale con il lobulo parietale inferiore)

e Fascicolo uncinato (connette la superficie orbitaria del frontale e
polare con le aree temporali anteriori fino al giro dell’ippocampo)

e Cingolo e corpo calloso;

e Tratto cortico-ponto-cerebellare (collegamento tra aree corticali
coinvolte nel movimento, nuclei pontini e attraverso il peduncolo
cerebellare medio cervelletto controlaterale);

e Braccio anteriore della capsula interna e corona radiata anteriore
(dove si localizzano fibre frontopontine e radiazioni
talamocorticali);

e Tratto cortico-spinale e braccio posteriore della capsula interna;

e Segmento anteriore del fascicolo arcuato (connessione tra area di
Broca e lobulo parietale inferiore).

e Radiazione acustica (origina dal corpo genicolato mediale del talamo,
passa per la porzione sottolenticolare della capsula interna fino

corteccia uditiva primaria)

e

|y, 4

<>

Hight threshold p< 0.001(FWE)
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Corrected)

Fig 15 Pattern di atrofia sottocorticale (LH= lato sinistro, nella figura inferiore i numeri
negativi indicano il lato sinistro; quelli positivi il lato destro). Threshold p<0.001 (FWE-

Nella tabella (tabella XI) che segue sono rappresentati le principali porzioni

di WM alla VBM alterate nei pazienti HD nelle quali sono indicate le

localizzazioni spaziali delle aree ¢ il livello della significativita(p-value). Le

aree, fasci e vie elencate, in maggioranza talamo-corticali e striatali, sono

rappresentate come un unico cluster; con un ottimo livello di significativita

p<0,0001 per tutte le aree, tranne per il cingolo dorsale (associato al

controllo delle funzioni esecutive, orientamento topografico e memoria

topografica) nel quale il p ¢ <0,004 pur rimanendo significativo.

Tabella XI Pattern di alterazione WM al VBM nei pazienti HD (p<0.001

FWE corretto)

P-FWE-

X MNI Y MNI Z MINI KE corr TFCE

cortico-spinal tract R 10 -33 69 59144 <0,0001 43160
posterior limb of internsl capsule L -20 -13 8 <0,0001
forceps minor -13 33 10 <0,0001
cortico-spinal tract R 22 -27 57 <0,0001
posterior limb of internsl capsule R 20 -16 2 <0,0001
Anterior Thalamic radiation L -14 4 14 <0,0001
Cingulum (hippocampus) R 24 -14 -27 <0,0001
cortico-spinal tract R 4 -26 68 <0,0001
Anterior Thalamic radiation L -8 3 o] <0,0001
Acoustic Radiation R 50 -16 2 <0,0001
Inferior Fronto-Occipital Fasciculus R 38 -16 11 <0,0001
superior longitudinal fasciculus R 28 -4 =) <0,0001
Inferior Fronto-Occipital Fasciculus L -36 -13 -7 <0,0001
uncinate fasciculus-L -34 4 -30 <0,0001
uncinate fasciculus-R 36 8 -30 <0,0001
Cingulum dorsal L -7 4 31 0,0004
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4.3 Correlazione numero triplette CAG ed age of onset

L’eta di esordio, come era atteso, correla anche se non significativamente
(p<0.125) con il numero delle triplette CAG nel range di ripetizioni del campione.
Nella figura n.16 che segue si pud osservare la rappresentazione grafica della
correlazione appena espressa tramite un grafico a dispersione nel quale ¢ stata

calcolata la retta di regressione lineare.
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Fig 16. Correlazione Espansione triplette CAG e age of onset

Si nota come I’eta anagrafica correli negativamente, non in modo perfetto, con

I’espansione delle triplette CAG.

4.4 Pattern di alterazione corticale e sottocorticali nei
pazienti con HD: spessore corticale, area-WM, LGI e volumi
Lo spessore corticale in seguito all’applicazione di un threshold p<0.05 Montecarlo
corretta ¢ risultato essere significativamente ridotto a livello del giro latero
occipitale (p-value 0,0016) e superioparietale (p-value 0,00013) con maggiore

lateralizzazione a destra.

Le connessioni cortico-corticali quantificate tramite le aree superficale della WM
che sono risultate essere significativamente inferiori, sono risultate essere
nell’emisfero sx: la lingula con piu significativita (p-value=0,00001) seguita dal
cingolato posteriore (p-value=0,00022); mentre nell’emisfero destro le aree rilevate
sono in ordine di significativita: il giro paraippocampale (p-value=0,00001), il giro

postecentrale (p-value=0,00019) e il precuneo (p-value=0,00065).

Le aree alterate alla LGI non sono sopravvissute alla Montecarlo corretta; percio,
le aree indicate in tabella ed i p-value a loro associate sono non corretti per

cotrrezioni multiple e sono indicati solo con finalita esplorativa e qualitativa.
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Le regioni di spessore corticale, aree WM e LGI alterata sono rappresentate nella

Fig.17 nella tabella XII

Cortical thickness Area WM LGl local

Monte Carlo Corrected p<0.05 Monte Carlo Corrected p<0.05 Exploratory uncorrected p<0.05

Fig. 17 Comparazione delle alterazioni di spessore corticale, area WM e LGI tra HD e HC

Tabella XII Pattern di alterazione nello spessore corticale, area WM e

LGI nei pazienti HD

Max-  Monte Carlo

VtxMax  Size(mmA2)  TalX TalY TalZ NVtxs log[10)P  p<0.05
Cortical
Thickness
h lateraloccipital 117799 1656.05 131 -87.4 21.1 2145 2,800 *
superiorparietal 133641 1325.60 29.5 -379 474 3472 3,870 *
Area
h lingual 91243 832751 -19.2 -76.7 31 13403 4,852 *
posteriorcingulate 49331 3089.70 4.4 03 35.2 7595 3,641 *
parahippocampal 40195 3895.67 316 221 211 6763 4,781 *
th postcentral 95954 3207.71 336 -32.0 49.7 7822 3,706 *
precuneus 155887  2150.24 14.2 -45.7 38.3 5382 3,189 *
LGl
transversetemporal 64362 2110.62 -37.6 -29.8 12.0 5394 2,124
lateralorbitofrontal 79041 513.18 -12.7 15.1 -14.1 1135 2,059
h superiorparietal 133605 770.31 -17.4 -49.2 66.7 1816 -1,732
superiorfrontal 117077 154.27 -20.5 29.0 514 218 1,421
superiorfrontal 110026 12221 -12.7 16.7 35.8 302 1,385
precentral 80087 21.51 -56.2 58 21.2 53 1,318
parahippocampal 13995 1541.24 36.4 -39.1 -11.4 2821 1,687
th transversetemporal 101533 2187.28 383 -26.8 10.1 5562 1,647

postcentral 32567 386.63 59.4 -19.2 19.3 994 1,593
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4.5 Pattern di alterazione volumetrica sottocorticale HD vs

HC covariato per eta e e-TIV

Partendo dalla stima dei singoli volumi sottocorticali a cui € seguito il calcolo del
valore medio dei due emisferi LR in presenza di un r>0,7; le aree che sono risultate
essere significativamente alterate in un’analisi GLM multilineare covariate per eta

e e-TIV e con livello di significativita p<0,05 Sidak corretto sono le seguenti:

e Talamo con un p-value <0,0001
e Le regioni sottocorticali striatali del: Putamen, Pallido e Caudato ai quali
era associato un p-value rispettivamente di 0,0001, 0,0001 e 0,003

e Amigdala e accumbens p-value 0,012 ¢ 0,010.

La corteccia cerebellare, la WM cerebellare e I’ippocampo nonostante avessero una
correlazione con r>0,7 non sono risultate essere statisticamente significative in

seguito alla correzione.

Tabella XIII Pattern di alterazione volumetrica sottocorticale nei pazienti HD,
i volumi dell’emisfero destro e sinistro sono stati mediati se il coefficiente di
correlazione parziale includente eta e e-TIV come variabile di disturbo
sopravvive con soglia r>0,7.

HC HD
(N=34) (N=19) GLM
Sig. Noncent. Observed
Mean (D) Mean (D) F Sidakgcorr Parameter Power?
Multivariate Pillai’s Trace 6,158 <0,0001 92,369 1,000
LR-Thalamus 7453(891) 6886(867) 14,000 0,000 14,000 0,956
LR-Putamen 4946(571) 3224(992) 15,241 0,000 15,241 0,969
LR-Pallidum 1992(200) 1428(346) 16,225 0,000 16,225 0,377
LR-Caudate 3447(488) 2277(709) 9,559 0,003 9,559 0,858
LR-Hippocampus 4110(417) 3872(508) 2,008 0,163 2,008 0,285
LR-Amigdala 1590(210) 1490(297) 6,891 0,012 6,891 0,730
LR-Accumbens 549(77) 354{144) 7,130 0,010 7,130 0,745
LR-cerebellum-GM 54781(6041) 49956(6313) 3249 0,078 3,249 0424
LR-cerebellum-WM 14332(1742) 12881(2191) 0,336 0,565 0,336 0,088
CC-Posterior 964(142) 834(232) 0,054 0,817 0,054 0,056
CC-Mid_Posterior 538(80) 442(138) 0,006 0,938 0,006 0,051
CC-Central 568(137) 482(188) 0,210 0,649 0,210 0,073
CC-Mid_Anterior 556(152) 480(201) 1,859 0,179 1,859 0,267
CC-Anterior 943(161) 820(133) 0,055 0,815 0,055 0,056
Brain-Stem 21328(2133) 19731(2768) 2,535 0,118 2,535 0,345
IR-Thalamus ~ L/RCaudate  L/Rputamen  L/Rpallidum L/Rhi /R b LR LR/Cerebellum  L/R cerebellum

cortex wm
correlated r> 0.5 078 0,95 0,95 0,872 0,904 0,67 0,769 0,931 0,925
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4.6 ROI based analysis: correlazione VBM vs variabili
cliniche e genetiche

4.6.1 Correlazione tra le alterazioni corticali e sottocorticali
in HD con il fenotipo clinico
Nessuna delle alterazioni evidenziate con le metodiche precedentemente valutate
correla in modo significativo con il numero dell’espansione delle triplette CAG. Si
cita solo il pallido sebbene non abbia una reale significativita statistica con un p-

value di 0,09.

L’eta di esordio della patologia correla in maniera significativa crescente con lo
spessore corticale del giro superioparietale RH e la sostanza bianca sottocorticale

della VBM, ai quali sono associati rispettivamente dei p-value di 0,002 ¢ 0,0095.

La riduzione dello spessore corticale a livello del giro laterooccipitale dell’emisfero
destro correla con in una modalita molto significativa con la riduzione nello score
la scala MoCA (p-value 0,0006), allo stesso tempo anche 1’ipertrofia della sostanza
bianca rilevata alla VBM correla significativamente con peggiori performance

cognitive nella medesima scala.

Tabella XIV Rappresentazione delle alterazioni corticali e sottocorticali che
presentano correlazione con il numero di triplette CAG, eta di esordio e score

MoCA

Variable CAG_triplets_expansion age of onset MoCA

Beta rpartial pvalue | Beta rpartial pvalue  Beta rpartial pualue
aM
WM 123065 00095 -2745 0551 0,015
[R_Accumbens
[R_Amigdala
(R Caudate
[R_Pallidum 0,09
(R Putamen
[R_Thalamus
Ih_posteriorcingulate
th_parahippocampal
Area h_posteentral
Ih lingual
th_precuneus
RH_lateraloccipital 172 0,715 10,0006
RH_superiorparietal 35153 0,719 0,002

VBM

Volume

Cortical thickness
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4.6.2Correlazione tra le alterazioni corticali e sottocorticali
in HD con i sintomi motori
Un peggioramento nella porzione motoria e corea della scala UHDRS evidenzia per
entrambe una correlazione significativa con un’ipertrofia nella GM della VBM (p-
value rispettivamente di 0,0078 e 0,033), mentre a livello sottocorticale la relazione
¢ opposta, evidenziando invece maggiore atrofia sottocorticale nell’amigdala per la
porzione motoria (p-value 0,0003) e nel pallido per la porzione corea (0,0004) in

presenza di sintomi motori.

L’atrofia della WM rilevata alla VBM correla con il peggioramento nelle restanti
quattro porzioni prevalentemente ad impatto funzionale della scala UHDRS:
Rigidity e FAS, IS, TCF. Il p-value associato alle singole porzioni in ordine di
significativita ¢ il seguente: rigidity 0,002, TCF 0,0036, FAS 0,0048, IS 0,0055.

Le porzioni UHDRS appena citate correlano, inoltre anche con altre alterazioni,
nello specifico: peggioramento nella UHDRS-FAS con atrofia del volume del
caudato, peggioramento nella UHDRS-IS e UHDRS TCF con la riduzione dello
spessore corticale del giro lateroccipitale RH e peggioramento nella ’'UHDRS-

rigidity e motor con atrofia dell’amigdala.

Tabella XV: Rappresentazione delle alterazioni corticali e sottocorticali che

presentano correlazione con la porzione motoria, chorea, FAS, IS rigidity,
TCF della scala UHDRS

Variable UHDRS-motor | UHDRS - chorea UHDRS- FAS UHDRS- 15 UHDRS - rigidity UHDRS-TCF

Beta rpartial pralue | Beta rpartial pvalue Beta rpartial pvalue Beta rpartial pvalue | Beta rpartial pualue | Beta rpartial pralue
M 625 0638 00078 6446 0535 0033
WM -1,139-0,63270,0048 7,998 -0,625 0,005 2,899 0,785 0,002 -1,515 -0,664 0,003
(R Accumbens
IR Anigdela T4 079 00003 1644 0724 00085
(R Caudate 0,8922.0,7435 0,0004
[
i

VEM

o i 203 4777 0000

R Putamen
(R Thalamus
Ih posteriorcingulate
h parahippocampal
Area th_pastcentral
In lingual
™ precuneys
RH Jteraloccpial 3149 068 0019 0518 33% 0043

Cortical thickness L
RH superiorparietl
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4.6.3 Correlazione tre le alterazioni corticali e sottocorticali
in HD con i sintomi cognitivi

I vari aspetti cognitivi che sono stati rilevati tramite le specifiche scale correlano

con le seguenti strutture corticali e sottocorticali (Tabella XVI). In particolare, si

osserva che un declino nei seguenti domini si correla con:

Attentivo: atrofia WM (p-value 0,0044) e aumento spessore corticale del
giro lateroccipitale RH (p-value0,002)

Esecutivo: la atrofia GM (p-value 0,006) e a livello di alterazioni
volumetriche nelle strutture sottocorticali con ipertrofia dell’acumbens (p-
value 0,0001)

Linguaggio: La atrofia WM (p-value 0,0055) e come I’ambito esecutivo
con I’ipertrofia dell’acumbens (p-value 0,0007)

Memoria: La atrofia GM (p-value 0,0006), riduzione area WM a livello del
cingolo posteriore LH (p-value 0,0119) ed ipertrofia a livello di spessore
corticale sia nel giro lateroccipitale RH e atrofia del giro superoparietale RH
(p-value rispettivamente di <0,0001 e 0,0005)

Visuospaziale: La atrofia del GM (p-value 0,001) e ipertrofia del talamo (p-
value 0,0024)

(RMET): La atrofia GM (p-value 0,0001) e ipertrofia dello spessore

corticale del giro lateroccipitale RH (p-value 0,01).

Tabella XVI: Rappresentazione delle alterazioni corticali e sottocorticali che
presentano correlazione con i sintomi cognitivi: attentivo, esecutivo,
linguaggio, memoria, visuospaziale e RMET

Variable Attentive-z¢ Executive-2¢ Language-z¢ Memory-2¢ Visuospatial-zc RMET-2¢

VEM

Volume

Area

Cortical thickness

Beta rpartial pvalue Beta rpartial pvalue Beta rpartial pvalue Beta rpartial pvalue| Beta rpartial pvalue| Beta rpartial pvalue
GM -1,454 0,346 0,006 -1,543 -0,71690,0006|-1,733 -0,721 0,001 | -1,82 -0,81980,0001
WM -0,8168-0,6232 0,0044 -0,956 -0,61 0,0055
(R Accumbens 0,3251 0,7822 0,0001 0,493 0,7063 0,0007
[R_Amigdala
[R_Caudate
[R_Pallidum
[R Putamen
[R_Thalamus 0923 0,68 0,0024
|h_posteriorcingulate -0,287 0,594 0,0119
th_parahippocampal
th_postcentral
Ih_lingual
th_precuneus
R lateraloccipitl 0,427 0,7588 0,0002 0,892 09372 <0,0001 0379 0606 0,01
RH_ superiorparietal -0,3733-0,75190,0005
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4.7 Correlazione LGI index con I’age onset

Mediante la valutazione della correlazione tra il valore di LGI in tutti i quattro giri
riscontrati alterati (giro postcentrale LH, giro precentrale LH, giro frontale medio
caudato e giro superofrontale) e I’age of onset, si € riscontrato uno specifico pattern,
secondo il quale I’aumento del ripiegamento corticale correla con un’insorgenza
precoce della patologia (young-onset), per poi perdere di rilevanza negli early e

late-onset. (Fig.18)
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Fig. 18 Correlazione LGI con [’eta di esordio (young, early e late
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S. DISCUSSIONE

Il seguente studio applicando un approccio innovativo multimodale in RM,
all’interno di un campione monocentrico comprensivo dei diversi stadi e fenotipi
della patologia HD, ha distinto per la prima volta un contributo specifico delle aree
corticali (LOC e parietale superiore e cingolato posteriore) rispetto ai sintomi
motori e il declino cognitivo, andando invece ad associare alla degenerazione
striatale (accumbens, pallido, caudato e amigdala) e alle alterazioni in sostanza
bianca i deficit nelle abilita funzionali. A livello degenerativo e di vulnerabilita il
nostro studio € riuscito ad evidenziare, per la prima volta, che 1’alterazione corticale
deriva dalla combinazione in aree distinte della riduzione di spessore corticale e
riduzione delle connessioni cortico-corticali, ed allo stesso tempo che I’impatto dei
misfolding da neurosviluppo nella corteccia sono rilevanti solo nei pazienti a
esordio giovanile. E interessante notare che il pattern di alterazione frontale dorsale
rilevato in VBM non presenti un particolare riscontro con le alterazioni dello
spessore corticale che risultano essere in linea con la letteratura, quindi a livello
parietale e occipitale, quanto piuttosto con le alterazioni cortico-corticali. Da un
punto di vista clinico i dati mostrano che accanto a un peggioramento sia della
porzione motoria che funzionale gia mostrata in letteratura, I’evoluzione della
malattia ¢ fin dall’esordio accompagnata da un declino cognitivo progressivo che
si estende a tutti 1 domini compreso la cognitivita sociale, finora inesplorata in

letteratura.

Dal punto di vista epidemiologico la distribuzione percentuale per sesso tra il
maschile e femmine nella nostra popolazione HD evidenzia una leggera prevalenza
del sesso femminile 58% vs. 42%; tale dato non trova riscontro in letteratura e puo
essere spiegato dalla ridotta numerosita del campione analizzato [5;343;344;]. La
suddivisione dei pazienti in base all’eta di insorgenza nel nostro campione HD
prevede una prevalenza di early of onset (74%), la quale spiega il perché la media
dell’eta d’esordio tra i pazienti sintomatici ¢ di 45 anni, il risultato rimane
comunque in linea con la media fornita dalla letteratura ~40 anni di eta all’interno
di un range di 35-50 anni di eta. [5;146;343;344] La stessa media dell’espansione
delle triplette CAG patologiche (42,323) ¢ influenzata dalla prevalenza nel
campione di early of onset, 1 quali hanno in media un numero di triplette compreso

tra 40-55.[33] Comunque, in linea generale il campione HD analizzato dal punto di
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vista dell’age of onset e gli stadi della patologia presenta una buona eterogeneita ed

¢ quindi sufficientemente rappresentativo.

Il peggioramento dello score delle scale motoria, corea, rigidita, FAS e TCF di
UHDRS avvengono in concordanza dell’evoluzione e dell’aggravarsi della
patologia fino a diventare ed essere definite patologiche nella fase manifesta, tutto
cio ¢ linea con quanto riportato in letteratura [198;199-201]. Lo stadio cognitivo,
che non era stato precedentemente esplorato in altri studi associato ai vari stadi della
patologia, ¢ stato valutato sotto I’aspetto attentivo, esecutivo, del linguaggio,
memoria, visuospaziale, RMET e tramite i quali si ¢ evidenziato un progressivo
declino delle funzionalita esplorate fino a raggiungere il livello di domini cognitivi
patologici nello stadio 3 MDS; un ulteriore elemento di novita dello studio ¢ I’aver
somministrato il test neuropsicologico RMET, basato sulla “theory of mind”, che
non era mai stato valutato precedentemente ed il cui ¢ andamento dello score ¢
risultato essere il medesimo degli altri domini cognitivi supportando la sua
introduzione in aggiunta ai test cognitivi previsti dai criteri di diagnosi dell’HD. Per
quanto concerne gli score di atrofia WM e GM riscontrati patologici alla VBM,
quest’ultimi presentano alterazioni gia nelle prime fasi della patologia e prevedono
un continuo peggioramento al progredire dell’HD; nello specifico non si ¢
evidenziato un pattern dissociativo che privilegi la atrofia della WM o della GM in
nessuno degli stadi clinici, ma bensi il loro andamento ¢ concorde e progressivo, da
cui si puo dedurre che il peggioramento clinico nel nostro campione ¢ dovuto ad un
atrofia sia della WM che della GM in tutto gli stadi valutati. Per averne la certezza
bisognerebbe fare uno studio longitudinale che vada ad indagare nel tempo e nei
vari stadi la progressione di alterazione della WM e della GM. In ogni caso quanto

appena riportato ¢ coerente con la letteratura [196;197-199].

I pattern di atrofia corticale riscontrati con VBM a livello frontale, temporale,
parietale, occipitale e insulare confermano le alterazioni riportate da altri studi in
letteratura. [195-197;247]Allo stesso tempo le alterazioni della WM alla VBM a
livello del braccio anteriore della capsula interna e della corona radiata (quindi fibre
frontopontine e radiazioni talamo corticali e del tratto cortico-spinale), nel braccio
posteriore della capsula interna e nel tratto corti-ponto-cerebellare associate a
deficit di motricita e sensibilita sono risultate essere in linea con quello che ci

aspettavamo e con la letteratura.[39;197-201] Rappresentano invece un elemento di
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novita il riscontro di alterazioni a livello dei tratti facenti parte della via dorsale del
linguaggio ( fascicolo arcuato e fascicolo longitudinale superiore) associati alla
comprensione e produzione fonologica e sintattica del linguaggio ed a livello dei
tratti della via ventrale del linguaggio ( tratto uncinato, fascicolo longitudinale
inferiore) associati invece alla decodifica di suoni complessi e la attribuzioni di un
significato a quest’ultimi. I risultati appena esposti evidenziano un importante ruolo
della degenerazione della WM sottocorticale nel deterioramento progressivo dei
pazienti HD nella comprensione e produzione del linguaggio. Interessante anche il
riscontro di alterazioni a livello del caudato posteriore che potrebbero spiegare i
deficit di memoria topografica riscontrabili nei pazienti HD e nella radiazione
acustica, la quale risulta alterata sia come fascio ma anche come atrofia a livello dei

giri temporali trasversi di Heschl della corteccia uditiva primaria (area 41).

Tra ’eta di esordio della patologia e 1’espansione delle triplette CAG si evidenzia
una correlazione negativa non perfetta come gia riportato in letteratura, che pero
non raggiunge la significativita statistica [30]. Il reperto appena descritto ¢
probabilmente comunque limitato dal fatto che i pazienti che giungono alla nostra
attenzione sono pazienti in etd avanzata aventi gia un numero di triplette CAG
tendenzialmente basso; mentre, in netta contrapposizione rispetto a quanto appena
asserito, 1 pazienti presentanti un numero alto di triplette non giungono alla nostra
attenzione in eta avanzata, come conseguenza della maggiore precocita nel

raggiungere una disabilita marcata o il decesso.

In seguito alla correzione di Montecarlo le aree di cortical thickness risultate
significativamente alterate sono state il giro lateroccipitale RH e il superoparietale
RH (quest’ultimo fa parte dell’area somastetica associativa e partecipa alla funzione
di stereognosi). Le sedi appena citate come alterate sono concordi con i risultati
riscontrati nello studio Track-HD, il quale le indica alterate gia a partire dai pazienti
prossimi alla diagnosi. Allo stesso tempo nel nostro campione non si € evidenziato
I’assottigliamento corticale prominente nelle regioni del precuneo, visive e motorie
primarie presenti nella fase sintomatica di HD.[195] La mancanza del riscontro di
una significativa alterazione di spessore corticale per le ultime sedi citate, pud
essere spiegato dal fatto che quest’ultime secondo la letteratura[195;121] sono
alterate solo nei pazienti sintomatici, 1 quali nella nostra popolazione HD

rappresentano il 53%, contro il 47% di pazienti pre-sintomatici e prodromici; quindi
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essendo il rapporto tra quest’ultimi quasi 1:1, € probabile che in seguito al confronto
con HC e la successiva correzione, tali aree non abbiamo raggiunto la significativita
per I’intero campione in esame costituendone poco piu della meta. Invece, le aree
di WM risultate significativamente alterate nel nostro campione in seguito alla
correzione sono molto piu estese numerose di quelle del Cth. Da cio si puo dedurre
che le alterazioni che avevamo precedente riscontrato alterate a livello della VBM
sia per GM corticale che per WM sottocorticale sono prevalentemente da imputare,
nel nostro campione, alla plasticitda compensativa o di reazione al danno dell’area
sottocorticale della sostanza bianca rispetto alle neurogenerazione corticale del Cth.
Le aree di sostanza bianca risultate essere significativamente alterate sono in linea
con la letteratura [347], ma di particolare interesse sono le alterazioni a livello della
corteccia cingolata posteriore, il precuneo e il giro paraippocampale, poiché
quest’ultime sono regioni tra di loro interconnesse e facenti parte del default mode
network (DMN) e richiederebbero in quanto tali ulteriori approfondimenti al fine

di valutare 1’alterazione dell’appena citato network nella HD. [345]

Le regioni risultate alterate con la metodica del LGI non sono sopravvissute alla
multipla comparison rispetto al sano; percio, nel nostro campione non riscontriamo
un pattern di cortical folding che individui regioni di suscettibilitd dovute al
neurosviluppo. Tale risultato ¢ dovuto al fatto che il nostro campione contiene pochi
pazienti Joung onset, solo 2 su 19 totali ed ¢ poi confermato dall’analisi di

correlazione.

Le alterazioni volumetriche sottocorticali significative nei pazienti HD si
riscontrano soprattutto a livello striatale (talamo, putamen, pallido, caudato) in linea
con lo studio TRACK-HD e altri. [39;197-201] Mentre le alterazioni a livello
dell’amigdala e dell’accumbens confermano una possibile alterazione del salience
network, coinvolto nella rivelazione e filtro degli stimoli salienti emotivi frontali e

sensoriali, nei pazienti HD. (Aracil-Bolafios I et. al 2022) [345]

Dalla ROI based analysis del nostro campione dal punto di vista del fenotipo clinico
si ricava che il numero di triplette non correla in modo significativo con nessuna
delle alterazioni di VBM, volume, area e Cth precedentemente esposte, ma
solamente il pallido striatale da un’idea di trend ma senza raggiungere la

significativita; Tale risultato non conferma i dati presenti in letteratura, nella quale
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il numero di triplette correla sia con l’atrofia della WM che con la perdita
volumetrica striatale. [189;190;194;197;199]. Invece I’eta d’insorgenza correla sia
con ’atrofia della WM che con il giro superoparietale alla Cth fornendo percio un
risultato coerente con lo studio TRACK-HD, il quale aveva individuato tali sedi di
suscettibilita [29]; inoltre, si ¢ riscontrato che a correlare ed in influenzare lo score
della scala MoCA in modo significativo ci sono sia la WM che il giro lateroccipitale

della Cth, il quale svolge un ruolo importante nell’elaborazione percettiva.

Nella ROI based dal punto di vista motorio si ¢ evidenziata una netta distinzione
del ruolo corticale e sottocorticale nell’andare a influenzare i vari aspetti motori
della patologia. La GM ipertrofica correla con gli aspetti motori del’UHDRS
(motor e corea), quindi alterazioni dei movimenti volontari, la motilita oculare,
stabilita posturale, equilibrio, distonia, bradicinesia ¢ movimenti coreici; mentre la
WM atrofica correla con gli score di valutazione funzionale dell”’UHDRS (FAS, IS
E TFC) e gli aspetti motori meno caratterizzanti la patologia e legati alla rigidita. I
nostri risultati appena espressi sono concordi con la letteratura per la significativita
del ruolo dell’atrofia della GM rispetto agli aspetti motor e corea di UHDRS, ma
differiscono rispetto dalla stessa per il ruolo della correlazione corticale con le scale
funzionali , in particolare per la TFC e per il ruolo di correlazione sottocorticale
con i sintomi motori coreici, [196;197-199] Le novita introdotta dai seguenti
risultati riguarda soprattutto I’individuazione della WM di come possibile nuovo

marker da associare alla progressione ed il peggioramento degli score funzionali.

Sempre a livello del’UHDRS motor e rigidity quest’ultimi correlano in modo
inaspettato prevalentemente con alterazioni volumetriche dell’amigdala, quindi
dello striato ventrale [201]; mentre la correlazione dell’UHDRS-corea e FAS, con
le strutture striato pallidali( pallido, caudato)[349-351,] ¢ in linea con la letteratura,
invece quelle del’UHDRS-IS e TCF con le alterazioni di Cth a livello del giro

lateroccipitale rappresentano un elemento di novita.

Anche dal punto di vista dei sintomi cognitivi possiamo riscontrare una netta
differenza del ruolo corticale e sottocorticale di rilevanza rispetto ai vari aspetti
cognitivi indagati. La WM correla con Iambito attentivo ed il linguaggio, la
relazione tra sostanza bianca ed aspetto cognitivo attentivo ¢ in linea con le nostre

aspettative e la letteratura, poiché ¢ presente una porzione di WM striatale atta a
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regolare quello specifico ambito, mentre rappresenta un risultato interessante
I’influenza sottocorticale nell’influenzare il linguaggio; solitamente nei pazienti
HD la produzione del linguaggio ¢ alterata prevalentemente per colpa delle
contrazioni involontarie e coreiche che portano alla disartria, pero le alterazioni
della WM che abbiamo rilevato sia a livello della via dorsale che ventrale del
linguaggio ci indicano che la porzione sottocorticale della WM ha un ruolo di
rilevanza nell’alterare 1’elaborazione e produzione del linguaggio nei pazienti HD.
La GM invece correla con I’ambito esecutivo, la memoria, il visuospaziale e
RMET. A livello esecutivo ci aspettavamo una correlazione anche con la WM, per
via del ruolo dello striato in tale ambito, ma dai nostri risultati pare le alterazioni
abbiano un’influenza solo corticale con le aree esecutive prefrontali (giro frontale
superiore ¢ inferiore alterate alla VBM) [247;346]; invece il prevalente ruolo
corticale nell’influenzare 1’aspetto visuospaziale e della memoria ¢ in linea con la
letteratura [190;346-347]. 1l coinvolgimento dell’accumbens con 1’ambito
esecutivo ci fa ipotizzare che come nel parkinson, I’accumbens striatale espleti il
ruolo di blocco esecutivo portando al fenomeno del “freezing”, mentre per
I’influenza dell’accumbens sul linguaggio bisognerebbe esplorare se ¢ coinvolta
I’interazione striatale dello stesso con la corteccia temporale, ma nel nostro studio
non ¢ stata possibile esplorare tale ipotesi. Le aree di WM e di Cth risultate essere
rilevanti per la memoria sono coerenti ed in linea con la funzione svolta da
quest’ultime (cingolato posteriore proietta all’ippocampo, il giro lateroccipitale
espleta ruolo di retrieval information e il giro supero-parietale proietta a sua volta
al cingolato posteriore). Il coinvolgimento del talamo dal punto di vista
visuospaziale non ha trovato riscontro in letteratura; percio, in futuro potrebbe
essere un aspetto da approfondire, mentre le alterazioni riscontrate nell’attentivo a
livello del Cth sono in linea con gli studi precedentemente eseguiti. [273;348] Noi
riscontriamo che la componente di social cognition correla con la GM e la Ctf del
giro lateroccpitale, perd questi risultati, essendo 1 primi ricavati da tale ambito, non
posso aver riscontro in altri studi ed infatti, una delle prospettive future sara quello

di indagare tale aspetto su un campione piu ampio.

I risultati sulla relazione tra LGI e age of onset evidenziano un pattern di misfolding
presente nei pazienti joung onset, che pero perde sempre piu di rilevanza

all’aumentare dell’age of onset, percio nei pazienti early e late of onset. Quindi il
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peso del LGI come area di suscettibilita da neurosviluppo ¢ rilevante solo nei
pazienti con numero piu elevato di triplette e presentazione precoce della patologia,
mentre nei soggetti early e late la diminuzione del LGI ¢ da attribuire alla
progressiva neurodegenerazione della patologia e non a un danno da neurosviluppo.

[278;283;288]

Il pattern di misfolding ¢ consistente in tutte le 4 aree di correlazione analizzate,
anche se il risultato necessitera di essere confermato in studi futuri a causa della
ridotta numerosita campionaria dei joung of onset del campione presenti (2 su 19

totali).
I1 nostro studio per quanto innovativo nella metodica presenta diverse limitazioni.

La prima riguarda la distribuzione dell’eta dei controlli HC che non ¢ la stessa,
nonostante il range sia simile e solamente nella VBM gli HC e HD sono matched
per eta e sesso. Questo problema ¢ dovuto al fatto che i dati analizzati per questa
tesi sono parte di uno studio piu esteso che coinvolge ’analisi del contributo
funzionale oltre che anatomico in corteccia mediante PET-FDG e il campione sano
¢ 'unico campione normativo PET/RM pubblicato disponibile. Ciononostante,
I’eta giovane e I’inclusione a covariata dell’eta e e-TIV hanno mitigato 1’effetto

dell’aging.

Altro limite deriva dal fatto che le alterazioni corticali e sottocorticali risultate
essere significative nel fenotipo clinico, sintomi motori e cognitivi fanno comunque
riferimento ad un’eterogeneita di pazienti in vari stadi e fasi della patologia; percio,
1 nostri risultati forniscano unicamente delle indicazioni generali sui ruoli della
GM,WM,Volume, areaWM e Cth rispetto agli aspetti clinici, motori e cognitivi
senza riuscire differenziare e rilevare il ruolo delle diverse alterazioni nei vari stadi

patologici di HD.

Infine, sebbene il nostro campione HD presenta una buona eterogeneita per 1’eta e
I’age of onset, 1 soggetti inclusi con young onset (2) sono in numero troppo limitato
per riuscire a rilevare in modo significativo aree di danno da imputare ad alterazioni
dello neurosviluppo, rispetto agli early e late of onset che invece ne rappresentano
numericamente la maggioranza. Per la motivazione appena enunciata le multiple
comparison per LGI nel nostro campione non ha raggiunto la significativita minima

richiesta ed anche la correlazione tra LGI e age of onset riscontrata nei pazienti
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joung of onset ha rilevanza limitata vista la ridotta numerosita del campione.
Inoltre, in linea generale possiamo riassumere che la numerosita del nostro
campione HD, sebbene di una patologia rara, limita la significativita dei risultati

ottenuti dall’analisi statistica per gli aspetti indagati.

6. CONCLUSIONI

In base al nostro studio, le alterazioni corticali (prevalenza parietale e temporo-
occipitale) e sottocorticali (putamen, caudato, pallidum, accumbens) rilevate alla
VBM sono risultate essere in linea con la letteratura, a cui si aggiungono nuovi
riscontri di rilievo, tra i quali: le alterazioni della WM della via dorsale e ventrale
del linguaggio e dell’alterazione sia come fascio che corticale della componente
uditiva. II contributo differente e parallelo riscontrato nel sottocorticale e corticale
in relazione con il fenotipo clinico, sintomi motori e sintomi clinici suggerisce
possibili target farmacologici, marker di inclusione e di progressione per futuri trial
clinici atti a migliorare la gestione clinica del paziente. I dati clinici inoltre
sottolineano I’aspetto complesso della malattia di HD caratterizzata fin dall’esordio
da sintomi motori ¢ non motori ¢ rendendo importante una presa incarico

multidisciplinare del paziente.
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