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AGRAIMENTS

Des que he comencat amb Uescriptura d'aquesta tesi que
em neguiteja haver d’escriure els agraiments. Probable-
ment perqué m’havia proposat deixar aquest apartat pel
finali, com tots els finals, suposa una barreja d’emocions
tant positives com nostalgiques. Acabar una etapa quan
ha estat un periode felic, productiu i ple d'aprenentatge,
em desperta un punt de tristesa. Alhora, pero, acabar
una etapa suposa comencar-ne una de nova. Larribada
de nous reptes, fer un pas endavant, sortir de la zona de
comoditat, trepitjar nous laboratoris... Tot aix0 també em
neguiteja, pero és el que necessito per a seguir endavant

en la meva carrera cientifica.

Tal i com vaig llegir als agraiments de la tesi del Tomas
Pinds, una tesi reflexa la feina conjunta de molta gent. Des
del propi doctorand, els directors, els postdocs, els altres
doctorands, els estudiants... Tots els investigadors que
han estat al teu voltant hi han aportat una part important
que, en el meu cas, ha estat imprescindible per avancar en
la meva tesi. Per aix0 espero poder plasmar en aquestes
linies el paper que ha tingut tothom en aquests darrers

quatre anys.

Per comencar voldria agrair a l'Alfons Macaya per ha-
ver-me donat l'oportunitat de comencar la meva carrera
cientifica i dur a terme la tesi en el seu grup de recerca.
L' Alfons m’ha donat un espai, una responsabilitati unain-
dependéncia que considero que m’han fet créixer no només
com a cientifica, siné també com a persona. L'Alfons és
neuroleg pediatra i investigador amb interés per un gran
ventall de malalties; pero també és moltes altres coses.
Tot i que la clinica i la burocracia cada vegada li cedeixen
menys temps per a dedicar-se a la recerca, el seu interés
per a estar al dia en tots els temes [que no son pocs!) que
es toquen al seu grup de recerca és increible.
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Qui em va introduir en el mén de la migranya va ser la Pa-
tricia Pozo. Crec que amb els anys he pogut convencer-la
del meu interés en treballar en els seus projectes, tot i
que al principi es pensés que marxaria cap a una altra
banda. Amb la Patricia hem compartit hores d’estabulari,
congressos, xerrades... M’ha ajudat a posar el primer peu
en la meva carrera internacional, gracies als seus nom-
brosos contactes arreu. Vull agrair-li moltes coses, pero
sobretot remarcar que m’ha ajudat a seguir endavant en

molts moments.

L'Ester Cuenca ha estat una persona molt important en
periode. Tot i que marxés del laboratori deixant-me orfe
de post-doc, estigués on estigués m’'ha donat un cop de
ma quan U'he necessitada. Ella em va ensenyar tot el que
sabia perqué pogués desenvolupar-me a la poiata sense

problemes.

També vaig passar molts bons moments amb U'Aintzane, la
Solange i la Marta Rebull. Amb l'Aintzane vam compartir
els meus primers iels seus darrers anys de tesi, cosa que
no és facil! La Solange té una increible facilitat per fer que
les coses semblin sempre tant facils... “Un xurrito d’aixo, un
xurrito d'allo...” La Marta ha estat la meva “sUper técnic”,

tenia resposta per a tot!

També vull agrair a la Francina la seva ajuda. Les seves
aportacionsi critiques m’'han servit més del que potser n'és
conscient. També m’ha ajudat a donar més importancia a
les dones cientifiques, ara em miro els descobridors del
DNA amb uns altres ulls!

Amb la Jessy vaig comencar a Vall d'Hebron en la meva
etapa pre-tesi. La seva energia és desbordant! Tot i no
haver compartit molt temps juntes, gracies a ella li tinc

un carinyo especial a la migranya.



GENETICA | EPIGENETICA DELS TRASTORNS NEUROLOGICS PAROXISTICS

\4

La Silvia, lUAnna i la Mari m’han aguantat en els meus Ultims mesos. Us prometo que no
sempre he estat tant “abuela”! Gracies per fer que aquests mesos d'ordinador pur i dur
no acabessin amb la meva integritat mental...He pogut compartir moments amb molts
estudiants que han passat pel laboratori: la fngrid, el Toni, la Sola, el Marc, la Barbara,
UAndrea, la Miriam. De tots n’he pogut aprendre coses i tots han aguantat heroicament

els meus rollos de “profe” que tant m’agraden!

Pero els que no han compartit laboratori amb mi han estat tant o més importants que els
que si que ho han fet. La Cris i la Marta sdn les meves postdocs adoptives, pero sobretot
les meves amigues. M'han ajudat en tots els aspectes, tant cientifics com personals.
Han aguantat de tot! No sabria com agrair tot el que han fet per mi...Pero no s'acaba
aqui. L' Alex ens va revolucionar des del primer dia. Ens ha ensenyat que si vols fer una
cosa, la fas i punt. Encara que t'hagis d'estar més de 12 hores al lab per aconseguir-ho...
També em quedaria curta intentant agrair tot el que ha fet per mi. Igual que la Paola, que
va arribar un xic més tard, pero aixo no implica que hagi estat menys important. M'ha
acollit d'una manera increible, hem compartit moments de laboratori, bogeries de l'ex-
omagquesison els pares o no o qué esta passant?, favades, cerveses... Encara recordo el
dia que va venir a fer U'entrevista amb la Francina, jo acabava d'operar una rata i feia una
pinta...La Iris va ser la meva primera estudiant. Sempre en fem broma d’aixo. Recordo
el dia que vam aconseguir amplificar els exons del gen ATPTAZ2, vam fer un crit que fins
i tot la Francina se’n va assabentar! Hem compartit milers de moments. M’ha ensenyat
moltes coses i m’ha ajudat a millorar moltissim com a profe de lab. El Mario sempre esta
alla per ajudar-te. Per que, si no, té tants amics a tot arreu? Igual que el David, li acabes

agafant carinyo a la seva forma de ser. Crec que no conec a ningu tant practic com ell!

Volia agrair també l'ajuda als de la UB. El Bru m’ha ajudat en moments en que necessi-
tava un genetista. Em sap greu no haver passat més temps amb ['Oriel, la Noe, la Célia
i la Barbara. Sempre que he anat al seu lab m"han adoptat com una més i qué dir dels
dies a casa la Noe... Gracies per tot!!!



GENETICA | EPIGENE

ICA DELS TRASTORNS NEUROLOGICS PAROXISTICS

Pero a part de la meva “familia cientifica”, també vull agrair
tot el suport de la meva “familia genética”. Els meus pares
i els meus germans m’han recolzat sempre en les meves
decisions i m’han ajudat a no enfonsar-me en els moments
més durs, com per exemple quan aplicava per les beques
predoctorals. El Joan i la Conxi son quimics, aixi que quan
la filla els hi diu que vol ser biologa... “ehem ehem, estas
segura filla?” Sabien que no seria un cami laboral facil,
perd sempre m'animen a seguir endavant. A més a més,
ells m’han donat aquest raonament cientific; sera cosa
de la genetica o de l'epigenetica? El Xavi i U'Anna m’han
recolzat sempre, donant-me una empenta, animant-me...
sempre han estat aqui quan els he necessitat.

L'Alex m’ha donat una gran empenta en l'Gltima part de la
meva tesi, la que considero més dificil. ELl m"ha ajudat a
posar tota U'energia en aconseguir el que vulli m’ha ajudat
a creure més en mi. N'he aprés molt de la seva manera
de donar-Lli voltes a les coses, segurament la discussié
d’aquesta tesi en té una part molt important d’aixo.Tam-
bé vull agrair a la seva familia la increible acollida que

m’'han fet.

La resta dels Vilaiels Pueyo sempre m’ha recolzat moltis-
sim. La Pepi no ho veia clar quan buscava beques, “Marta,
estudia i fes el BIR! Aixi et podras quedar a U'hospital!”. Lavi
Vila em va dir que havia de fer medicina, res de biologia!
L'Euse, la Concha, la Madrona, el Jorge, UELi, el Manel, la
Sus, UEsther, el Ramon, el Sergi, lAlbert, el Sergi, la Maria,
la Paula, UAdriana, el Gerard, el Pablo, la Pepi, lAlbert, la
Montse, el Fede, lAnna, l'Alex, el Jordi, la Sandra, el Joan,
la Marta, el Pep, la Marta el Fede, la Roser, la Maitona...
quina bona colla! Tots s’han interessat per mi i m'han

ajudat en un moment o altre.
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També volia remarcar el recolzament de UEric Vente. Ens
va acollir a casa seva com si fossim de la familia i vam tenir
xerrades interessantissimes amb ell, la Karin i el Daniel.

Finalment vull agrair a lAubi, la Clara, el Portales, el Pere,
l'Edgar, la Barbara, 'Helena, el Joan, el Lucci, la Maialen,
la Sara, el Nam, la Laia, lArmando, l'lvan, la Coline, el Ra-
mos, l'Angel, la Isela, el Roca, el Toni, el Tomas, la Silvia,
el Roger, la Laura, UElena, la Laura, la Maria, el Marcel,
el Bernat, la Maria, el Marcel, la Belén, l'Ori, la Kate, el
Gerard, la Miri, la Maria, les Annes, la Cris... tot el seu
recolzament i el seu carinyo. Que és una cientifica sense els
seus amics? Surts del laboratorii les bandes de la PCR no
han sortit o no hi ha hagut manera de registrar una CSD...
“Algu vol fer una birra?” Després d’aix0, ho veus tot amb

uns altres ulls i a l'endema t’ho agafes amb més ganes!
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3’UTR: regi6 3’ transcrita perd no traduida d'un gen [(de

langles untranslated region)

5'UTR: regié 5 transcrita pero no traduida d'un gen (de
langlés untranslated region)

ADN: acid desoxirribonucleic

AINESs: antiinflamatoris no esteroidals
ARN: acid ribonucleic

CGl: illes CpG

CpG: “C-phosphate-G”, citosina unida a una guanina per un

grup fosfat

DCP: depressio cortical propagant

DNMTs: ADN metiltransferasa

DPC: discinésia paroxistica cinesigénica

DYT12: parkinsonisme-distonia d'origen precoc
EPP: extravasacio de proteines plasmatiques

GLUT1DS: sindrome de la deficiéncia del transportador de
glucosa GLUT1

GWAS: estudi d’associacié a nivell genomic (de l'anglés:

genome-wide association study)

HAI: hemiplegia alternant de la infancia

ICHD: classificacio internacional de les cefalees
(de Uanglés: International Classification of Headache

Disorders)

ICHD-IIIB: edicid beta de la tercera classificacioé interna-
cional de les cefalees

MA: migranya amb aura
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MAF: freqiéncia de lal-lel minoritari (de Uanglés minor

allele frequency)

Mb: mega bases

MBD: domini proteic d’unié a grups metil

MC: migranya cronica

MEF: migranya d’elevada freqliéncia

MH: migranya hemiplégica

MLPA: Amplificaciéo multiplex dependent de lligacid de
la sonda (de U'anglés multiplex ligation dependent probe
amplification)

MO: migranya sense aura

OR: mesura estadistica que quantifica la forca de 'asso-
ciaci6 estadistica entre una exposicié i una malaltia (de
langlés odds ratio)

pb: parells de bases

PCR: reaccio6 en cadena de la polimerasa

SAM: S-adenosilmetionina, donador de grups metil en el procés
de metilacié de ’ADN

SNP: polimorfisme d’un sol nucleotid

TPBL: torticoli paroxistic benigne del lactant

VS: versus
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INTRODUCCIO

Aquesta tesi s’ha dut a terme en el grup de recerca de
Neurologia Pediatrica de UInstitut de Recerca Vall d’'Hebron
amb la col-laboracié del Grup de Cefalees i Dolor Neurologic
de Ulnstitut de Recerca Vall d’"Hebron i del Grup de Gene-
tica de la Universitat de Barcelona. Aquest fet ha permes
l'estudi de diferents trastorns neurologics paroxistics, tant
pediatrics com de l'adult.

Els trastorns neurologics paroxistics engloben un conjunt
heterogeni de trastorns que afecten el correcte funcio-
nament del sistema nerviés i que es caracteritzen per la
presencia d’episodis de crisis amb les caracteristiques
especifiques de cadascun dels trastorns.
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1. TRASTORNS NEUROLOGICS
PAROXISTICS PEDIATRICS

Dins els trastorns neurologics paroxistics, els pediatrics
s6n aquells que es desenvolupen en l'edat pediatrica, és a
dir, des del naixement fins als 16 anys d’edat. La majoria
son trastorns benignes i comuns, com ara els espasmes del
ploriles lipotimies, o bé les formes precoces de presentacid
de malalties complexes, com les cefalees episodiques o
lepilépsia. Existeix, pero, un grup de trastorns rars i poc
estudiats, en els quals la simptomatologia i el patré d’'he-
rencia ha portat a sospitar-ne una base monogeénica i, en
molts dels casos, unvincle amb el grup de les canalopaties
neuronals. La dificultat en el seu estudi deriva, majorita-
riament, de la manca de séries importants de pacients de
les quals se'n puguin obtenir conclusions extrapolables.
Linteres d'aprofundir en el seu coneixement, a banda del
propi interés cientific, rau en trobar les causes que els
originen i, aixi, poder trobar un tractament contra aquests
trastorns, millorar la qualitat de vida dels pacients que els
sofreixen i/o poder oferir consell geneétic als familiars dels

individus afectes.

Ens centrarem en l'estudi de 4 trastorns neurologics paro-
xistics pediatrics diferents, dels quals hem pogut obtenir
mostres de pacients afectats. Concretament, estudiarem el
torticoli paroxistic benigne del lactant, 'hemiplegia alter-
nant de la infancia, la discinésia paroxistica cinesigénica i
la sindrome de la deficiencia del transportador de glucosa
GLUT1.

El torticoli paroxistic benigne del lactant i 'hemiplegia
alternant de la infancia son dos trastorns que, degut a
la seva relacié directa o indirecta amb les cefalees com
a sindromes precursors de migranya, han estat inclosos
en la Classificacié Internacional de les Cefalees (ICHD),
classificacido que ha estat realitzada per la International
Headache Society (IHS).



GENETICA |

EPIGENETICA DELS TRASTORNS NEUROLOGICS PAROXISTICS

La IHS, constituida l'any 1982, esta formada per un grup
d’experts en la caracteritzacid i el diagnostic de les cefalees.
L'any 1988 va crear la primera classificacio sistematica i
universal de les cefalees, anomenada Classificacid In-
ternacional de les Cefalees (ICHD) (ICHD, 1988). Aquesta
classificacio ha estat ampliament utilitzada, analitzada i
revisada des de llavors. Fruit d'aquesta revisio, l'any 2004 la
IHS va publicar la segona edicio de la classificaci6 (ICHD-II)
(ICHD, 2004) i lany 2013 la versi6 beta de la tercera edicid
(ICHD-I1IB) (ICHD, 2013). A la taula 1 es recull el resum
general de les entitats cliniques incloses en la ICHD-IIIP.
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Taula 1. Resum general de les
entitats cliniques incloses en la

CLASSIFICACIO INTERNACIONAL DE LES CEFALEES

(versi6 beta de la tercera edicid)

versio beta de la tercera edicid de
la Classificacié Internacional de les

PART I. CEFALEES PRIMARIES

Cefalees (ICHD, 2013). 1. Migranya

2. Cefalea tensional

3. Cefalees trigemino-autonomiques

4. Altres cefalees primaries

PART Il. CEFALEES SECUNDARIES

5. Cefalea atribuida a trauma cranial o cervical

Cefalea atribuida a trastorn vascular cranial i/o cervical

Cefalea atribuida a trastorn intracranial no vascular

6
7
8. Cefalea atribuida a l'administracio o la supressié d'una substancia
9

Cefalea atribuida a una infeccid

10.

Cefalea atribuida a un trastorn de 'homeostasi

11.

Cefalea o dolor facial atribuida a trastorns del crani, coll, ulls, oides, nas,

sinus, dents, boca o d'altres estructures facials o cervicals

12.

Cefalea atribuida a trastorns psiquiatrics

PART Ill. NEUROPATIES CRANIALS DOLOROSES, ALTRES DOLORS FACIALS

| ALTRES CEFALEES

13. Neuropaties cranials doloroses i alters dolors facials

14. Altres cefalees

B. TORTICOLI PAROXIiSTIC BENIGNE DEL
LACTANT

El torticoli paroxistic benigne del lactant (TPBL) és una
sindrome caracteritzada per la preséncia de crisis re-
currents d’inclinacié del cap cap a un costat que remeten
espontaniament. La prevalenca d’aquesta malaltia no és
coneguda i, a més a més, la seva naturalesa benigne indica
que probablement no tots els casos son diagnosticats i
encara menys descrits a la literatura.
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Les crisis caracteristiques del TPBL comencen durant la
lactancia, duren de minuts a dies i acostumen a repetir-se
mensualment. A part del torticoli, les crisis van acompa-
nyades d'un o més dels simptomes segiients: pal-lidesa,
irritabilitat, malestar, vomits i/o ataxia.
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Normalment aquesta sindrome millora cap als 2 anys de vida i remet espontaniament

entre els 3i 5 anys, tot i que sovint evoluciona cap a altres trastorns neurologics paro-

xistics com son la migranya amb aura, el vertigen paroxistic benigne o l'ataxia episodica.

Els criteris diagnostics del TPBL establerts per la ICHD-11IB queden resumits a la taula 2.

TORTICOLI PAROXISTIC BENIGNE DEL LACTANT

A. Crisis recurrents en infants que compleixen els criteris dels apartats B i C.

B. Inclinacid del cap cap a un costat, amb o sense rotacié suau d'aquest, que dura
entre minuts i dies i remet espontaniament.

C. Com a minim es dona un dels segiients simptomes:

1. Pal-lidesa

2. Irritabilitat

3. Malestar

4. Vomits

5. Ataxia

D. Lexploracié neurologica entre les crisis és normal.

E. No és atribuible a cap altre malaltia.

Taula 2. Criteris diagnostics del torticoli paroxistic benigne del lactant establerts per la ICHD-III.

En la darrera classificacié de les cefalees, el TPBL ha
estat inclos dins lapartat de “Sindromes episodiques pro-
bablement associades a la migranya”. En aquest grup
s’hiinclouen les sindromes que es donen en pacients que
també presenten migranya amb o sense aura o bé tenen
una alta probabilitat de desenvolupar-la. Fins ara s’havien
descrit com sindromes de la infancia, pero també poden

donar-se en adults.

C. HEMIPLEGIA ALTERNANT DE LA INFANCIA

L'hemiplegia alternant de la infancia (HAI) és una sindrome
rara i complexa que va ser descrita per primera vegada
lany 1971 (Verret and Steele, 1971). Es caracteritza pel
desenvolupament de crisis hemiplégiques que involucren
un o l'altre costat del cos amb una durada d’entre minuts i
varis dies. La prevalenca de la malaltia s’ha estimat a partir
dels pacients reclutats en un estudi danés en 1:1,000,000
(Hoei-Hansen et al., 2013).

21

Les crisis d'HAIl poden ser desencadenades per factors
emocionals, per traumes cranials o per cansament, entre
d'altres. Durant o independentment de les crisis hemi-
plegiques, també es poden donar crisis de quadriplegia
d'intensitat variable i/o altres manifestacions paroxistiques,
com per exemple episodis tonics i distonics o moviments
oculars anormals. La simptomatologia d’aquesta sindrome
s’'inicia abans dels 18 mesos de vida, fet que el diferencia
d'altres trastorns paroxistics neurologics pediatrics com
pot ser la migranya hemiplégica. A part dels simptomes
paroxistics, els pacients també presenten un retard en
el desenvolupament, corees, distonia i/o ataxia, essent
caracteristica la recuperacio parcial o total després d'un

periode de son.
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Els criteris diagnostics de U'HAI establerts per la ICHD-I11

queden resumits a la taula 3.
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HEMIPLEGIA ALTERNANT DE LA INFANCIA

A. Crisis recurrents d’hemiplegia alternant entre els dos costats del cos que compleixin els

criteris dels apartats B i C.

B. Inici abans dels 18 mesos de vida.

C. Com a minim es ddna un altre fenomen paroxistic associat a o independent de les crisis
d’hemiplegia, com per exemple crisis toniques i distoniques, moviments coreics, nistagmes

o altres moviments oculars anormals i/o pertorbacions autonomiques.

Taula 3. Criteris diagnostics

D. Preséencia de déficit mental o neurologic.

de U'hemiplegia alternant de

E. No és atribuible a cap altre malaltia.

la infancia establerts per la
ICHD-I1IB.

En la darrera classificacié de les cefalees, U'HAI ha estat
inclosa a l'apartat de “Sindromes episodiques que podrien
estar associades amb la migranya” de UApéndix A1. En
aquest grup també s'hi ha inclos els colics infantils i la

migranya vestibular.

D. DISCINESIA PAROXISTICA CINESIGENICA

La discinésia paroxistica cinesigénica (DPC) és un trastorn
neurologic del moviment caracteritzat pel desenvolupament
d’episodis de moviments involuntaris provocats per movi-
ments voluntaris sobtats (Kertesz, 1967). La prevalenca de

la malaltia s’estima en un 1:150,000.

Els episodis que caracteritzen els pacients de DPC sén
episodis de curta durada, entre segons i minuts, que acos-
tumen a repetir-se nombroses vegades en un mateix dia i
que sovint van acompanyats de distonia, corea, atetosi i/o
bal-lisme. Durant els episodis no hi ha péerdua ni alteracid
de la consciencia.

El pronostic de la DPC és favorable i, a més a més, els
pacients normalment presenten una resposta positiva a
l'Us de medicaments antiepiléptics.
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E. SINDROME DE LA DEFICIENCIA DEL
TRANSPORTADOR DE GLUCOSA GLUT1

La sindrome de la deficiéncia del transportador de glucosa
de tipus 1 (GLUT1DS) és una malaltia neurologica causada
per una deficiencia en el transport de glucosa a través de
la barrera hematoencefalica. La prevalenca de la GLUT1DS
s’estima al voltant de 1:90,000.

Aquesta malaltia va ser descrita per primera vegada en dos
lactants amb epilépsia rebel al tractament, convulsions,
greu retard en el desenvolupament neurologic i motor,
microcefalia adquirida i ataxia (De Vivo et al., 1991). Des
de llavors, s"han descrit pacients amb la GLUT1DS amb un
fenotip més lleu caracteritzat per la preséncia de diferents
fenomens neurologics paroxistics, com per exemple les
ataxies episodiques, les discinésies induides per l'exercici
(Suls et al., 2008; Weber et al., 2008) o les abséncies epi-
léptiques (Suls et al., 2009).

La deteccid precoc de la GLUT1DS és de gran importancia
ja que existeix un tractament basat en laplicacié d'una
dieta cetogenica. Aquest tractament disminueix sobretot la
preséncia de convulsions, pero també contribueix en frenar
el retard mental degut a la manca de glucosa present al
liquid cefaloraquidi (Klepper et al., 2004) i, per tant, de la

principal font d’energia pel correcte funcionament neuronal.
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2. TRASTORNS NEUROLOGICS
PAROXISTICS DE LADULT: LA
MIGRANYA

Els trastorns neurologics paroxistics de 'adult es manifes-
ten com a crisis paroxistiques principalment a l'edat adulta,
tot i no ser excepcional la seva presentaci6 dins l'edat
pediatrica. Ens centrarem en l'estudi d'un dels trastorns

neurologics paroxistics més comuns: la migranya.
A. CARACTERISTIQUES GENERALS

La migranya és un trastorn neurologic primari molt preva-
lent que es manifesta amb crisis episodiques i recurrents
de mal de cap incapacitant, pulsatiu i sovint unilateral, que
empitjora amb el moviment i que pot anar acompanyat de

nausees, vomits, fotofobia i/o fonofobia (ICHD, 2013).

Una crisi tipica de migranya dura entre 4 i 72 hores i es
divideix en 5 fases: (1) Simptomes premonitoris o Prodrom,
(2) Aura, (3) Cefalea, (4) Resolucid i (5) Recuperacid. No és
necessari que es desenvolupin les cinc fases per a definir

la crisi com un atac de migranya.

L'exploraci6 neurologica durant i entre els episodis acostu-
ma a ser normal, excepte durant la fase d'aura, en aquells

pacients que la pateixen.

\4
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B. DIAGNOSTIC

La manca de biomarcadors indicatius de la presencia de
migranya i l'heterogeneitat en la manifestacié dels simpto-
mes clinics d'aquesta, dificulten l'assignacio d’un diagnostic
especific per a cada pacient migranyés. Per aixo és impor-
tant realitzar una anamnesi correcta, detallada i precisa
per tal d’arribar al diagnostic adequat de la malaltia. La
classificacio internacional de les cefalees realitzada per
la IHS ha permés establir criteris sistematics i universals
que permeten una correcta classificacid dels diferents
tipus de migranya amb una explicacio clarai concisa de la

seva simptomatologia.

Com es pot veure a la taula 1, el primer apartat de la
ICHD-11IB esta dedicat a la migranya i els seus subtipus.
A la taula 4 es detalla la classificacid dels diferents subti-
pus de migranya inclosos en aquesta classificacié:En els
seglients apartats procediré a la descripci6 dels subtipus
de migranya més rellevants per a la Introduccio d'aquesta
tesi: la migranya sense aura, la migranya amb aura i la
migranya hemiplégica.
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MIGRANYA

1. Migranya sense aura (MO)

2. Migranya amb aura (MA)
2.1 Migranya amb aura tipica
2.1.1 Aura tipica amb cefalea
2.1.2 Aura tipica sense cefalea
2.2 Migranya amb aura del tronc encefalic
2.3 Migranya hemiplégica (MH)
2.3.1 Migranya hemiplégica familiar (MHF)
2.3.1.1 Migranya hemiplégica familiar tipus 1 (MHF 1)
2.3.1.2 Migranya hemiplégica familiar tipus 2 (MHF 2)
2.3.1.3 Migranya hemiplegica familiar tipus 3 (MHF 3)
2.3.1.4 Migranya hemiplégica familiar, altres loci
2.3.2 Migranya hemiplégica esporadica (MHE)

2.4 Migranya retiniana

3. Migranya cronica

4. Complicacions de la migranya
4.1 Estatus migranyos
4.2 Aura persistent sense infart
4.3 Infart migranyos

4.4 Crisis comicials desencadenades per migranya

5. Probable migranya
5.1 Probable migranya sense aura

5.2 Probable migranya amb aura

6. Sindromes episodics probablement associats a la migranya
6.1 Pertorbacié gastrointestinal recurrent
6.1.1 Sindrome dels vomits ciclics
6.1.2 Migranya abdominal
6.2 Vertigen paroxistic benigne

6.3 Torticoli paroxistic benigne del lactant

Taula 4.Classificacié dels subtipus de migranya segons la ICHD-IIIB (ICHD, 2013).

24
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i. La migranya sense aura

La migranya sense aura (MQ] és el subtipus de migranya
més freqlient, representant aproximadament el 80% de
tots els casos de migranya. Les crisis de MO duren entre
472 hores i es caracteritzen per la preséncia de cefalees
recurrents normalment unilaterals, pulsatives, d’intensitat
moderada o severa, que s'agreugen amb lactivitat fisica i
van associades a nausees i/o fotofobia i fonofobia.

Els criteris diagnostics de la MO establerts per la ICHD-III3

queden resumits a la taula 5.
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MIGRANYA SENSE AURA

A. Com a minim 5 episodis que compleixin els criteris B, C i D.

B. Cefalea d’entre 4 i 72 hores de durada (no tractada o amb tractament ineficac).

C. Cefalees amb un minim de 2 de les seglients caracteristiques:

1. Localitzacié unilateral
2. Pulsativa

3. Intensitat del dolor moderada o severa

4. Implica l'evitacié de o es veu agreujada per lactivitat fisica rutinaria (per exemple, caminar

o pujar escales)

D. La cefalea va acompanyada de com a minim un dels seglients simptomes:

1. Nausees i/o vomits

2. Fotofobia i fonofobia

E. No és atribuible a cap altre diagnostic de la ICHD-IIIB.

Taula 5. Criteris diagnostics de la migranya sense aurasegons la ICHD-I1IB (ICHD, 2013).

ii. La migranya amb aura

La migranya amb aura (MA] és el segon subtipus de mi-
granya més freqlient. Es caracteritza per la preséncia
d’alteracions visuals, sensitives, del llenguatge o d'altres
del sistema nervios central, totalment reversibles, que es
desenvolupen gradualment, tenen una durada de varis
minuts fins a una hora i normalment van seguides de ce-
falea i d'altres simptomes associats a migranya. Aquests

simptomes de disfuncid neurologica reben el nom d'aura
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i acostumen a precedir la cefalea, tot i que també poden
iniciar-se en el mateix moment o després que aquesta o
fins i tot poden donar-se sense la presencia de cefalea.
Existeixen diferents tipus d'aura, sent la visual la més
freqlient (es déna en el 90% dels casos), seguida de la
sensitiva, l'aura del llenguatge i sent la motora la menys
freqlient (aquesta darrera és caracteristica de la migranya

hemiplégica).
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En alguns casos, els diferents tipus d’aura es desenvolu-
pen l'un darrera laltre en una mateixa crisi migranyosa,
comencant per l'aura visual, seguint amb la sensitiva i
acabantamb l'aura del llenguatge. Quan es presenta l'aura
motora llavors es parla de migranya hemiplégica (veure

apartat segiient).

Els criteris diagnostics de la MA establerts per la ICHD-I113
queden resumits a la taula 6.

MIGRANYA AMB AURA

A. Com a minim 2 episodis compleixen els criteris dels
apartats B i C.

B. Aura amb simptomes visuals, sensitius i/o
del llenguatge, tots totalment reversibles; sense
simptomes motors, del tronc encefalic ni retinians.

C. Presencia de com a minim 2 de les segients
caracteristiques:

1. Com a minim un dels simptomes de l'aura
es desencadena gradualment durant 5 minuts
i/o 2 0 més tipus d’aura es desencadenen
successivament

2. La durada de cada aura oscil-la entre 5 60
minuts

3. Un minim d'una aura és unilateral

D. No és atribuible a cap altre diagnostic de la ICHD-
[1IB i tampoc esta relacionat amb crisis isquemiques
transitories.

Taula 6. Criteris diagnostics de la migranya amb aura segons la
ICHD-111B (ICHD, 2013).

iii. La migranya hemiplégica
La migranya hemiplégica (MH) és un subtipus de migra-
nya amb aura greu i poc frequent. Es caracteritza per la

preséncia d’aura amb debilitat motora.

Els criteris diagnostics de la MH establerts per la ICHD-I11B
queden resumits a la taula 7.

26



GENETICA | EPIGENETICA DELS TRASTORNS NEUROLOGICS PAROXISTICS

\4

MIGRANYA HEMIPLEGICA

A. Com a minim 2 episodis que compleixin els criteris dels apartats Bi C.

B. Aura amb les 2 caracteristiques seglients:

1. Debilitat motora totalment reversible

2. Simptomes visuals, sensitius i/o del llenguatge totalment reversibles

C. Presencia de com a minim 2 de les segiients caracteristiques:

1. Com a minim un dels simptomes de l'aura es desencadena gradualment durant 5
minuts i/o 2 0 més tipus d'aura es desencadenen successivament

2. La durada de cada aura oscil-la entre 5i 60 minuts, excepte l'aura motora que pot durar

fins a 72 hores

3. Un minim d'una aura és unilateral

D. No és atribuible a cap altre diagnostic de la ICHD-IIIB ni tampoc esta relacionat amb crisis

isquémiques transitories ni amb lictus.

Taula 7. Criteris diagnostics de la migranya hemiplégica segons la ICHD-I1IB (ICHD, 2013).

Dins de la MH es distingeixen dos subtipus: la migranya
hemiplégica familiar (MHF] i la migranya hemiplégica
esporadica (MHE]. En el primer subtipus (MHF) com a
minim un familiar de primer o segon grau del cas index
ha de presentar migranya hemiplegica i en el segon sub-
tipus (MHE] cap familiar de primer o segon grau del cas
index pot presentar MH. No existeixen diferéncies ni en la
freqiiencia de casos ni en les caracteristiques cliniques

entre els dos subtipus.

La MH s’hereta de forma mendeliana autosomica domi-
nant. Fins el moment s’han identificat 3 gens responsables
d’'aquest tipus de migranya que cobreixen aproximadament
un 30% dels casos descrits, els quals es descriuen exten-
sament a 'apartat 3.e de la INTRODUCCIO.

C. COMORBIDITAT

La comorbiditat es refereix a la coexisténcia de dues malal-
ties en un mateix individu amb una freqiiéncia més elevada
que Uesperada per atzar. Lestudi de la comorbiditat és molt
important a U'hora de determinar el millor tractament per
a cadascun dels pacients i també per a recalcar la com-

plexitat clinica existent.
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La migranya és comorbida a varies malalties associades
a disfuncions neurologiques i vasculars. Es presenta de
forma més freqiient del que s’esperaria en pacients amb
malalties neurologiques (com lictus i Uepilepsia), malalties
psiquiatriques (com l'ansietat, la depressid i la bipolaritat),
pacients amb dolor cronic i d'altres, com per exemple lasma
i les malalties cardiovasculars (Jensen and Stovner, 2008;
Bloudek et al., 2012).

També existeix una elevada comorbiditat entre la migra-
nya i els altres tipus de cefalea descrits a la ICHD-IIIB. Un
exemple n'és el resultat obtingut de l'estudi d'una cohort
de la poblacié danesa. En aquest es va determinar que el
94% dels migranyosos presentaven també cefalea tensional,
un 9% més que la poblacié general (Lyngberg et al., 2005).

Els estudis de comorbiditat basats en séries cliniques poden
veure's esbiaixats degut a que si un individu esta afectat per
dues malalties diferents, és més probable que requereixi
atencié médica (Berkson, 1946). També poden donar-se
errors deguts al solapament de la simptomatologia entre
ambdues condicions mediques o bé deguts a l'existéncia
d'una relacié de causalitat.
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També pot ser que la comorbiditat existent es degui a la
presencia de factors genétics comuns que augmentin el
risc de presentar ambdues malalties. Lestudi d’aquests
factors genétics comuns és una de les vies per entendre
els mecanismes subjacents de la migranya.

D. EPIDEMIOLOGIA

Durant la darrera decada, la publicacié de la segona clas-
sificacid internacional de les cefalees (ICHD-I1) i la posada
en marxa de diferents campanyes arreu del mon per cons-
cienciar la poblacié de la gran magnitud, la gran carregaii
l'alt impacte que té la migranya a nivell economic i social
han potenciat l'aparicié de nombrosos estudis a nivell
poblacional sobre la prevalenca i limpacte que té aquesta
malaltia.

En el darrer estudi publicat sobre l'epidemiologia de la
migranya on es fa una revisio de les dades aportades per
diferents estudis realitzats a nivell mundial, tots seguint els
criteris diagnostics establerts per la ICHD-II, es calcula que
la prevalenca de la migranya és de '11.5% i la prevalenca
de la migranya probable és del 7%, considerant ambdues es
calcula una prevalenca total del 18.5% (Merikangas, 2012).
Tant en aquest estudi com en els anteriors, esta ampliament
descrit que la prevalenca de la migranya varia en funcio
de larea geografica d’estudi: aixi, a Europa (Stovner and
Andree, 2010; Ayzenberg et al., 2012; Linde et al., 2012] i
Ameérica del Nord (Serrano et al., 2013) la prevalenca es
situa entre el 151 el 30%, i en canvi a d’altres regions com
Africa (Ofovwe and Ofili, 2010; Gelaye et al., 2013; Mengistu
and Alemayehu, 2013) i Asia (Eikermann-Haerter et al.,
2011; Ishiietal., 2013) aquesta es situa entre el 4 i el 13.5%
(WHO, 2011). Es dificil determinar si aquesta desigualtat
ésrealiesbasa en les diferéncies genétiques i ambientals
i en el diferent estil de vida de les poblacions estudiades,
0 bé si és irreal i es deu a diferencies metodologiques a

Uhora de realitzar els estudis, com poden ser, per exemple,
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les caracteristiques de la mostra analitzada, la formulacié
de les preguntes o bé laplicacio dels criteris diagnostics
(Anttila et al., 2010).

A part de les diferéncies a nivell geografic, existeixen di-
ferencies en la prevalenca de la migranya en funcio6 del
sexe i l'edat de lindividu. En relacio al sexe, la ratio entre
homes i dones adults amb migranya varia entre 1:2i 1:3
(Jensen and Stovner, 2008). En canvi, a l'edat prepuberal
no existeixen diferéncies entre nens i nenes. Aixi, tal i com
esveu a la figura 1, podem dir que la prevalenca de la mi-
granya augmenta amb ledat (de forma més pronunciada
en les dones, després de la menarquia) fins que s'assoleix
un maxim cap a la quarta decada de la vida, moment en
el qual torna a baixar fins a assolir els nivells de l'edat

prepuberal (Jensen and Stovner, 2008).
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Figura 1. Representacid grafica de la prevalenca de la migranya en
relacié a U'edat en homes i dones. Figura adaptada de (Jensen and
Stovner, 2008).
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E. IMPACTE SOCIOECONOMIC

En la darrera enquesta de limpacte global de les malalties
realitzada l'any 2010 per l'Organitzacié Mundial de la Salut
(Vos et al., 2013), la migranya va ser classificada com la
tercera malaltia més prevalent i com la setena causa es-
pecifica de discapacitat a nivell mundial.

A part de limpacte social, el cost economic de la migranya
és molt elevat. Per una banda, existeixen els costos direc-
tes de la migranya, els quals son basicament els costos
sanitaris relacionats amb el tractament de la malaltia, com
son el diagnostic, l'atencié ambulatoria, Uhospitalitzacid i el
tractament. Per altra banda, existeixen els costos indirectes,
els quals es deuen a que la prevalenca de la migranya és
major en l'época laboral de les persones, fet que provoca
que es perdin hores de feina i que la productivitat laboral
sigui menor. Per tenir una idea aproximada, s’estima que
el cost de la migranya a la Unié Europea és de 111 bilions
d’euros l'any i, considerant només Espanya, s'estima un
cost de 20 bilions d’euros l'any (Linde et al., 2012).

\4
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F. FISIOPATOLOGIA
i. La crisi de migranya

Les crisis tipiques de migranya es divideixen en 5 fases: (1)
Simptomes premonitoris o Prodrom, (2) Aura, (3) Cefalea,
(4) Resolucié i (5) Recuperacié (Blau, 1992; Charles, 2013).
Tot i aix0, perque una crisi migranyosa sigui considerada
com a tal, no cal que es desenvolupin les cinc fases. Un
clar exemple en son les crisis de migranya sense aura, les
quals, talicom indica el nom, no presenten la fase d'aura.

Les caracteristiques de cadascuna de les fases estan repre-
sentades a la figura 2. D'aquesta figura en podem extreure
la complexitat que representa una crisi migranyosa. Fins i
tot des de dies abans de patir el mal de cap (durant la fase
de prodrom), el cervell migranyds comenca a experimentar
fenomens complexes com sdn el cansament, la retencio de
liquids i la percepcid incrementada de diferents estimuls

sensorials.

Figura 2. Representacid de les caracteristiques de les cinc fases de la migranya.
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La fase de prodrom es caracteritza per 'ansia per menjar,
el cansament, els badalls, la percepcié augmentada de la
llum, el sorolliles olorsila retencid de fluids. Durant l'aura
es pot donar anoréxia o nausees, somnoléncia i badalls i
es caracteritza per linici dels simptomes caracteristics de
la fase de la cefalea, els quals inclouen fotofobia, fonofobia
i osmofobia. Durant la resolucié es poden donar vomits i
somni profund. La darrera fase, la recuperacid, inclou una
baixa tolerancia al menjar, cansament, una sensibilitat

més alta o més baixa a la llum, el soroll i Uolor i ditiresi.

Les caracteristiques de les fases de la crisi migranyo-
sa poden donar-nos informacié important per entendre
més aquesta malaltia. Per exemple, la hipersensibilitat
als estimuls sensitius, com son la llum, el soroll i Uolor,
experimentada durant la fase premonitoria esta estreta-
ment lligada al que molts pacients descriuen com a des-
encadenants de la crisi, que son l'exposicid a la llum molt
potentials sorollsia les olors molt fortes. Podria ser que
els pacients migranyosos tinguin un llindar més baix de
sensibilitat sensorial que els faci ser susceptibles a aquest
tipus de desencadenants. O bé, també podria ser que molts
pacients identifiquin com a desencadenants determinats
estimuls sensorials als quals son més sensibles perque la
crisi aguda de migranya en realitat ja ha comencat.

ii. Les teories vascular, neuronal i neurovascular de la
migranya

La fisiopatologia de la migranya és encara poc coneguda.
De fet, no existeix una Unica teoria que expliqui la com-
plexitat de tots els fenomens que caracteritzen aquesta
malaltia, sin6é que actualment coexisteixen dues teories
sobre la fisiopatologia de la migranya: la teoria vascular i
la teoria neuronal.

La teoria vascular de la migranya va ser proposada ini-
cialment per Thomas Willis a finals del segle XVII. Willis
va teoritzar que el dolor de la migranya es deuria a la
dilatacié dels vasos cranials (Grand, 1999). Aquesta teoria
va anar prenent forca al llarg dels segles posteriors amb
les observacions fetes per Harold Wolff (Wolff and Tunis,
1952), qui va suggerir que si bé el mal de cap es deuria a

una vasodilatacio, l'aura es deuria a una vasoconstriccio.
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Paral:-lelament al desenvolupament de la teoria vascular,
Uany 1873 Edward Liveing va indicar per primera vegada
que lorigen de la migranya es trobava al cervell, iniciant
aixi el desenvolupament de la teoria neuronal. Aquesta
teoria va ser reforcada pels estudis publicats l'any 1984
per Michael Moskowitz. Els resultats d’aquests estudis
indicaven que els axons trigeminovasculars provinents dels
vasos sanguinis de la piamater i la duramater alliberaven
péptids vasoactius que provocaven una inflamacid esteril
acompanyada de dolor [Moskowitz, 1984). Durant la infla-
macié neurogeénica, el gangli del trigemin s'estimularia
provocant l'extravasacio de proteines neurogéniques, entre
les quals hi ha peptids vasodilatadors, com el peptid relaci-
onat amb el gen de la calcitonina (CGRP) i la substancia P.
El sistema trigeminovascular esta format per neurones del
nervi trigemin que innerven els vasos sanguinis cerebrals
i d'altres que projecten cap al nucli caudal del trigemin,
situat al tronc encefalic, que alhora projecta cap als centres
del dolor (Noseda and Burstein, 2013).

La teoria neuronal proposa també l'existéncia d'una dis-
funcié neuronal que provocaria un estat d’hiperexcitabilitat
cortical neuronal (Pietrobon and Striessnig, 2003) que per-
metria el desenvolupament i la propagacio de la depressid
cortical propagant (DCP).

Actualment no existeixen evidencies definitives que perme-
tin excloure la teoria vascular o la teoria neurogénica. De
fet, existeix una tendéncia cap a la teoria neurovascular de
la migranya, la qual indica que la migranya és el resultat
d’una disfuncié neuronal que desencadena determinats
esdeveniments que indueixen l'activacid i la sensibilitzacio
del sistema trigeminovascular, produint l'aparicié d'una
inflamacié neurogénica i la conseqiient resposta vascular
mediadia per diferents agents bioquimics.

De fet, els tractaments aguts utilitzats actualment per
cessar la migranya presenten una combinacio d'efectes
basats en ambdues teories. D’una banda produeixen una
vasoconstriccid cranial i d'una altra inhibeixen el sistema

trigeminovascular (Villalon et al., 2003).
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iii. La depressio cortical propagant i laura

La depressid cortical propagant (DCP) és una onada transi-
toria de despolaritzacié neuronaliglial que s’estén a través
de l'escorca cerebral i que va seguida d'una depressié de
llarga durada de l'activitat neuronal espontania i evocada.
Aquesta ona es propaga lentament, a una velocitat d’en-
tre 2 i 5mm/min, a través del teixit cerebral. A la figura 3
s'observa una representacio de com avanca la DCP des de
la zona on s’origina, tipicament la regid occipital, cap a la
regio frontal durant una crisi tipica de migranya amb aura.

\4

Figura 3. Representacié de l'avancament de la depressid cortical propagant (DCP).

La franja vermella es correspon amb la despolaritzacid
neuronal i glial, les fletxes indiquen la direccid cap a on
avanca la DCP i la regid blava indica la regié amb el flux

sanguini disminuit.

La DCP va ser observada per primera vegada per Ledo
Uany 1944 en estimular electricament el cortex cerebral
en conills (Leao, 1944). Des de llavors s’han realitzat nom-
brosos estudis per determinar els mecanismes subjacents
de la DCP, aixi com la seva implicacié clinica. En un estudi
realitzat en humans on es mesurava el flux sanguini d’una
regio del cervell durant l'aura migranyosa, es va detectar
que els pacients patien un increment inicial i curt del flux
sanguini seguit d'un descens prolongat d'aquest i que
aquestes variacions en el flux sanguini s'anaven propagant
al llarg del teixit cerebral (Olesen et al., 1981). Aquesta
observacid feta en humans es va confirmar a posteriori en

rates, on es va veure que la DCP coincidia amb variacions
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en el flux sanguini i que ambdés fenomens es propagaven
a una velocitat constant (Lauritzen et al., 1982). Aquesta i
d’altres troballes suggereixen que la DCP és el mecanisme
subjacent de l'aura migranyosa. Un estudi potencialment
concloent d’aquesta afirmacid és l'estudi de neuroimatge
realitzat en 3 pacients amb migranya amb aura visual, un
d’ells capac de provocar-se la crisi migranyosa, on es va
demostrar que la DCP genera laura a l'escorca cerebral i
que existeix una clara correlacié temporal i espacial entre
les fases de l'aura, l'augment de lactivitat cortical i els
canvis de flux sanguini a U'escorca cerebral (Hadjikhani
et al., 2001).

Existeix una clara relacié entre U'avancament de la DCP
i els diferents subtipus d’aura. Aixi, quan la DCP afecta
Uescorcavisual, el pacient experimenta l'aura visual; quan
la DCP avanca fins a U'escorca sensorial, s’experimenta
l'aura sensorial; el mateix passa amb l'aura del llenguatge
i laura motora.
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Ala figura 4 es representen les zones de l'escorca cerebral que poden veure’'s implicades

en els diferents tipus d’aura; en aquesta figura es pot veure que 'escorca visual és la més

propera a la zona on s'origina tipicament la DCP, la zona occipital, i que a mesura que

avanca la DCP es va trobant amb U'escorca sensorial, després l'encarregada del llenguatge

i finalment la motora.

Lobul frontal

Funcions executives,
pensament, planificacia,
organitzacio i resolucié
de problemes, control
de les emocions i del
comportament,
personalitat

Moviment

Cartex motor

Cortex sensorial

Sensibilitat

Lobul parietal

Percepcid,

~

consciencia del
o mon, aritmetica,
> ortografia

Lobul occipital

Yisio

Lobul temporal

IMemoria, comprensid,
Ilenguatge

Figura 4. Zones de l'escorca cerebral que es poden veure implicades en els diferents tipus d'aura.

La DCP és un fenomen que només s’ha pogut relacionar
amb la migranya amb aura. Per aix0, les hipotesis que
apunten que aquest fenomen sigui un dels desencade-
nants de la cefalea semblen contradictories amb el fet
que la majoria de pacients amb migranya no presenten
aura. Fins al moment, no existeixen evidencies que neguin
o confirmin Uexisténcia d’'una DCP que es doni en zones
silents de l'escorca cerebral, donant lloc a l'existencia d'una
aura silenciosa en els pacients amb migranya sense aura
(Pietrobon and Striessnig, 2003). Recentment, s'ha desen-
volupat una nova teoria que podria explicar aquest fet. Es
tracta d’'un model biofisic de la DCP on per una banda es

postula que la DCP no és un fenomen que s'escampi cap
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a tota l'escorca cerebral, sin6 que és un fenomen que es
localitza en una zona concreta degut a l'existéncia d'un
feedback inhibitori que n’evita la seva propagaci¢ (figura
5al; i per altra banda, postula que la forma i la mida de la
DCP provoquen que hi hagi o no una crisi migranyosa i que
aquesta siguiamb o sense aura. Com es pot veure a la figura
5b, les DCPs circulars es correspondrien amb l'existéncia
d’'una migranya sense aura, només en el cas que s'assolis
una mida suficientment gran de la zona afectada per la DCP
(en cas contrari, no hi hauria crisi migranyosal; i les DCPs
amb forma allargada es correspondrien amb els casos de
migranya amb aura (Dahlem, 2013).
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Figura 5. Model de depressio cortical propagant proposat per M. A. Dahlem. a) Comparacid de la teoria de
la DCP escampada en oposicid a la teoria de la DCP localitzada. En la DCP localitzada, aquesta és estabilitzada
degut al feedback inhibitori (en verd] que fa distingir entre una fase primerenca de la DCP (en vermell] i una
fase tardana en groc] b] Tipus de crisi migranyosa en funcié de la grandaria i la mida de ['area afectada per la
DCP i del temps de durada d'aquesta. Figura adaptada de (Dahlem, 2013).

iv. La depressio cortical propagant activa el sistema trigeminovascular i la cefalea

Recentment s’han publicat diferents estudis que recolzen la idea de que la depressio
cortical propagant és el fenomen que activa el sistema trigeminovascular i, per tant, la

cefalea migranyosa.

D’una banda s'ha vist que una sola DCP és capac d’incrementar Uactivitat dels nociceptors
de les meninges i de les neurones trigeminovasculars del complex trigeminocervical, el
component central del sistema trigeminovascular, en rata (Zhang et al., 2010; Zhang et
al., 2011). Amés a més, s'ha vist que existeix un periode de temps entre la DCP i l'activacid
trigeminal, el qual es correspon amb el temps que transcorre entre linici dels simptomes
de l'aura visual i la posterior cefalea (Pietrobon and Moskowitz, 2012).

Fins fa poc existia una gran controvérsia en relacié a la teoria que la DCP fos el fenomen
que activa el sistema trigeminovascular en una crisi de migranya. Largument central de
les teories que hi estaven en contra es basava en el fet que els mediadors alliberats com
a conseqléncia de la induccid de la DCP no podien mantenir-se de forma sostinguda a
l'espai perivascular per induir la sensibilitzacié prolongada del sistema trigeminal i la
subseqlient cefalea d’hores de durada degut a Uexisténcia de la barrera formada per la

glia limitans i també pel flux creat pel liquid cefaloraquidi (Zhang et al., 2010).

Rebatent aquest argument, molt recentment s’ha postulat quina podria ser la via que
uneix la DCP i lactivacié del sistema trigeminovascular. S"ha demostrat que la intensa
despolaritzacié i la sobreactivaci6 dels receptors N-methyl-D-aspartat (NMDA) produides

per la DCP, activen els canals neuronals Pannexin1 (Karatas et al., 2013).
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L'activacié d'aquests canals indueix la formacio d'una casca-
dainflamatoria que alhora indueix l'alliberament sostingut
de mediadors proinflamatoris des de la glia limitans (Costa
et al., 2013). Aquests mediadors son els que mantenen
l'estimul sostingut necessari per sensibilitzar i activar els

aferents trigeminals.

Aixi doncs, aquest estudi estableix que la via que relaciona
la DCP i la crisi migranyosa es podria donar a través d'una
resposta inflamatoria que s’encarrega de sensibilitzar i

activar els aferents trigeminovasculars.

Desencadenants
Activitatneuronalintensa

Extigens

Gens fex CACNAIA )
Hormones (ex estrégens)
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AFarmacs (ex preventius migranyall
Estrés, menjar, clima (7)

34

v. Desencadenants i moduladors de la depressid cortical
propagant

Es desconeix quins son els factors que desencadenen la
DCP. Tot i aix0, se sap que la DCP s'inicia quan les concen-
tracions locals de potassi excedeixen un determinat Llindar.
Aquesta situacié pot donar-se, per exemple, degut a una
intensa activitat neuronal, a una isquémia o a un trauma
cerebral (Eikermann-Haerter and Ayata, 2010).

Existeixen evidéncies que indiquen que els migranyosos
tenen un llindar d’activacié de la DCP més baix comparat
amb els individus no migranyosos. D’aquesta manera,
estimuls que en un cervell no migranyoés no indueixen la
DCP, en un cervell migranyds si que ho fan. Aquest fet s'ha
pogut demostrar en models de MH de tipus 1 i tipus 2 on
s’ha confirmat que la susceptibilitat a desenvolupar DCPs
és més alta en ratolins portadors de mutacions en els gens
implicats en aquesta malaltia que en els ratolins wild-type
(Eikermann-Haerter et al., 2011; Leo et al., 2011).

Podriem dir que el desenvolupament de la DCP depénd’in-
teraccions complexes entre els factors desencadenants de
la DCP i els factors moduladors de la seva susceptibilitat.
Com es veu representat a la figura 6, els factors moduladors
es divideixen en endogens, com serien la carrega genetica
i els factors hormonals, i en exogens, com els farmacs i
factors ambientals, com per exemple els aliments, el clima
i Uestrés (Eikermann-Haerter and Ayata, 2010).

Cefalea

Figura 6. Factors desencadenants
i moduladors de la depressid
cortical propagant.

Figura adaptada de (Eikermann-
Haerter and Ayata, 2010).
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vi. Models animals de migranya

La possibilitat d'utilitzar models animals per a estudiar
la fisiopatologia de la migranya ha permes realitzar un
avanc important en el coneixement dels mecanismes i
dels mediadors subjacents de les crisis migranyoses, aixi
com el desenvolupament de nous agents terapéutics per
a combatre aquesta malaltia. En els darrers anys s’han
utilitzat diferents tipus de models animals de migranya. Els

més importants es troben resumits a la taula 8.
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Existeixen diferents models animals basats en la DCP que
varien en funcioé de l'espécie utilitzada, el metode d'induccié
i s o no d'animals knock-in o genomodificats.

El primer animal utilitzat com a model de DCP va ser el
conill. De fet, va ser 'animal on es va observar la DCP per
primera vegada (Leao, 1944). Més endavant es van comencar
a utilitzar models en gat (Trachtenberg et al., 1970), rata
(Buresova et al., 1964) i ratoli (Ward and Sinnett, 1971).

Actualment, els models més usats son en rata o bé en ratoli.

MODEL FUNCIO 0 ESTRUCTURA METODOLOGIA
ANALITZADA

Vascular

In vitro Artéries i venes aillades Efectes de drogues, modulacié

de l'estimulacio eléctrica

In vivo Artéries carotida i de la Avaluacio de la resisténcia
piamater, anastomosis vascular, mesura del diametre
arteriovenoses

Neurovascular

Extravasacio

Sistema trigeminovas-

Induccio o inhibicié de la EPP

de proteines cular via estimulacio eléctrica o

plasmatiques (EPP) quimica del gangli i avaluacio
de la EPP via tincid

Activacié del nucli Sistema Estimulacio6 de les meninges o

trigeminal caudal

trigeminovascular, vies
centrals nociceptives

del sinus sagital superior

DCP

Vasodilatacio i activacio

Estimulacié quimica, mecanica

de les neurones trige-

minals

o eléctrica del cortex,
expressio de Fos al nucli
trigeminal caudal

Efectes dels
donadors d’oxid nitric
ceptives

Sistema trigeminovas-
cular, vies centrals noci-

Resposta neuroquimica,
cerebrovascular i nociceptiva
a ladministracié de
nitroglicerina

Taula 8. Classificacié dels models animals
de migranya més importants. Taula adaptada
de (Buzzi and Tassorelli, 2010).
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Existeixen 3 metodes d'induccié de la DCP: la induccié
quimica, mitjancant l'aplicacié de K* al cortex cerebral; la
induccié mecanica, clavant un objecte punxegut a la su-
perficie del cortex cerebral; i lainduccio eléctrica, aplicant
corrents eléctriques al cortex cerebral. Dels 3 métodes, el
que ofereix menys variabilitat en els resultats és la induccid
quimica mitjancant Uaplicacié de potassi (Ayata et al., 2006).
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Els models animals basats en la DCP s’han utilitzat per a Ala taula 9 es resumeixen els farmacs usats en diferents

estudiar diferents aspectes d’aquest fenomen i de la mi- estudis per a determinar el seu efecte sobre la DCP, l'es-
granya en general. El tipus d’estudi més realitzat és l'usat pécie on han estat provats, 'efecte sobre la DCP en funcié
per a determinar l'efecte de diferents farmacs sobre la DCP. de la durada del tractament i l'eficacia clinica que tenen

els farmacs en la migranya.

Nom Tipus <7 dies =1 mes MO MA
a-cloralosa Anestesic Rata NK ND ND ND (Kudo et al., 2008)
Isoflura Anestésic Rata NY ND ND ND (Kudo et al., 2008; Takagaki et
al., 2013)
Pentobarbital Anestésic Rata N ND ND ND (Kudo et al., 2008)
Ureta Anestésic Rata NY ND ND ND (Kudo et al., 2008)
A-993610 Antagonista de Rata P ND ND ND (Summ et al., 2011)
TRPV1
Amitriptilina Antidepressiu Rata o J + + (Kaube and Goadsby, 1994;
Ayata et al., 2006; Bogdanov et
al., 2010)
Citalopram Antidepressiu Rata N} ND ND ND (Guedes et al., 2002)
Fluoxetina Antidepressiu Rata ND S IN) + ND (dos Santos et al., 2006)
Metisergida Antidepressiu Rata o J + + (Ayata et al., 2006)
Acid quinurénic  Antiepiléptic Rata J ND ND ND (Olah et al., 2013)
Acid valproic Antiepiléptic ~ Gat, rata o N} + + (Ayata et al., 2006; Bogdanov
et al., 2010; Hoffmann et al.,
2011)
Gabapentina Antiepiléptic Rata NY ND + + (Hoffmann et al., 2010)
Lamotrigina Antiepiléptic Rata ND N +/- +/- (Bogdanov et al., 2010)
Oxcarbacepina  Antiepiléptic Rata PN PN - - (Hoffmann et al., 2011)
Tonabersat Antiepiléptic Gat, rata J ND +/- +/- (Read et al., 2000; Smith et
al., 2000; Bradley et al., 2001;
Read et al., 2001)
Topiramat Antiepiléptic  Gat, rata N} J + + (Akerman and Goadsby, 2005;
Ayata et al., 2006)
DL-propanolol B-bloquejant Rata o N} + + (Ayata et al., 2006)
Metoprolol B-bloquejant Gat o ND - - (Kaube and Goadsby, 1994)
Flunaricina Bloquejant Rata N ND + + (Wauquier et al., 1985; Reid et
dels canals de al., 1988)
calci
Riboflavina Vitamina B2 Rata PN J +/- +/- (Bogdanov et al., 2010)

Taula 9. Farmacs usats per determinar U'efecte sobre la depressid cortical propagant. €2: no hi ha canvi; /N : augmenta; ,: disminueix;

+: tractament eficac; -: tractament no eficac; ND: no determinat.
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També hi ha treballs on s'utilitzen ratolins knock-in o ge-
nomodificats als quals se’ls indueix la DCP. En estudis on
s'utilitzen ratolins knock-in amb les mutacions p.R192Q
0 p.5218L en el gen CACNATA (causant de la MH de tipus
1), s’ha demostrat que aquestes mutacions augmenten la
susceptibilitat a desenvolupar DCPs, ja que disminueixen
el llindar d'induccid de la DCP i augmenten la freqiiéncia i
U'amplitud de les DCPs (van den Maagdenberg et al., 2004;
Eikermann-Haerter et al., 2009; van den Maagdenberg et al.,
2010; Eikermann-Haerter et al., 2011). En U'Unic estudi on
s'utilitzen ratolins amb mutacions al gen ATPTA2 (causant
de la MH de tipus 2), s'ha demostrat que la mutacié p.W887R
en aquest gen també facilita la induccid i la propagacié de
la DCP (Leo et al., 2011).

G. TRACTAMENT

Existeixen dos tipus de tractament per combatre la migra-
nya: el tractament agut, encarregat de pal-liar els efectes
i la durada de la crisi migranyosa, i el tractament preven-
tiu, encarregat de disminuir la freqiiéncia, la durada i la

severitat de les crisis.

Abans d’establir el tractament per a cada pacien, és im-
portant realitzar un diagnostic acurat tenint en compte la
severitatila freqliéncia de les crisis, els simptomes associ-
ats, la comorbiditat amb altres malalties i la resposta prévia
atractaments semblants. També és important determinar
Uefecte del tractament i tenir en compte si existeix risc d’un
consum excessiu del tractament agut, ja que pot induir
la cronificacié de la migranya i/o empitjorar el dolor, i si

existeixen efectes secundaris importants.

i. Tractament agut

Eltractament agut té com a objectiu aturar una crisi migra-
nyosa unavegada ja ha comencat o bé pal-liar els simptomes
provocats per aquesta. Normalment, com abans es comenci
aquest tractament, més efectiu sera; sobretot quan el dolor
encara és moderat. Aquest tipus de tractament es recomana
per a cadascun dels episodis, sempre i quan no es superin
els 10-15 dies de medicacié al mes. Per sobre d’aquesta
freqliéncia, enlloc d'un tractament agut es recomanaria

un tractament preventiu.
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Dins del tractament agut existeixen farmacs que actuen
especificament en el desenvolupament de la crisi migra-
nyosa, anomenats farmacs especifics, i d'altres que actuen
controlant tant el dolor de la migranya com el dolor provocat
per d'altres malalties, anomenats farmacs no especifics.

Dins els farmacs especifics per la migranya, els més efec-
tius que existeixen actualment son els agonistes selectius
dels receptors de la serotonina: els triptans. Els efectes
dels triptans es basen en laccio dels receptors sobre els
quals actuen, concretament els receptors de serotonina
de tipus 1B i 1D. Aquests es localitzen a les terminals
presinaptiques de les neurones sensitives periferiques del
trigemin i actuen per una banda constrenyent les arteries
de les meninges i, per altra banda, inhibint la transmissié
nociceptiva (Villalon et al., 2003; Silberstein, 2004).

Dins els farmacs no especifics utilitzats per tractar la crisi
migranyosa, trobem els analgésics (poden ser simples,
combinats amb cafeina o antiinflamatoris no esteroidals,
AINESs] i els antiemetics. Els analgésics simples més utilit-
zats son el metamizol magnésic i el paracetamol, tot i que
habitualment s'utilitzen més els analgesics combinats amb
cafeina. Els AINEs més utlitzats son l'acid acetilsalicilic,
el naproxe, libuprofe, el diclofenat sodic i el dexketoprofe.
Els antiemeétics es recomanen en el cas de que la simpto-
matologia inclogui nausees i/o vomits.

ii. Tractament preventiu

El tractament preventiu, o profilactic, té com a objectiu
disminuir tant la freqiéncia de les crisis migranyoses,
com la durada i la severitat d'aquestes; aixi s'aconsegueix
disminuir l'ds d’analgésics i millorar la qualitat de vida del
pacient migranyds. Aquest tractament s'aconsella a partir
d'una freqliéncia de 3 crisis de migranya al mes, tot i que
existeixen altres indicacions que també es tenen en comp-
te a U'hora de recomanar linici del tractament preventiu,
com per exemple les crisis de migranya prolongades i la

intolerancia i/o ineficacia del tractament agut.

Existeixen diferents tipus de tractaments farmacologics
preventius essent els més importants els B-bloquejants,
els antidepressius, els bloquejants dels canals de calci, la
onabotulinumtoxinA (toxina botulinica) i els antiepiléptics.
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També cal considerar que determinades pautes en lestil
de vida del pacient poden tenir un efecte profilactic en la
migranya. Com per exemple, tenir un ritme de vida regular,
establint rutines i horaris regulars, i sense estrés i realitzar
activitats esportives aerobiques moderades amb freqliencia.

Els B-bloquejants actuen de forma central. La seva activitat
es basa en la inhibicio dels receptors B de la via adrener-
gicailainteraccié amb els receptors de la serotonina. Els
receptors 3 es troben en les cél-lules del sistema nervids
simpatici estan involucrats en la transmissid de les senyals
relacionades amb U'estrés. Els B-bloquejants utilitzats com
a preventius de migranya sén aquells que no son cardio
sel-lectius, com el propanolol, el nadolol i el nebivolol
(Silberstein, 2011).

L'Gs dels antidepressius com a profilactics de la migra-
nya es basa en la hipotesi que en la migranya hi ha una
disfuncié de disponibilitat central de serotonina (Galletti
et al., 2009). Lantidepressiu més utilitzat en la profilaxi
de la migranya és amitriptilina (Galletti et al., 2009); tot
i que també poden utilitzar-se d'altres que actuen en els
sistemes noradrenérgics i dopamineérgics.

El mecanisme d’accié dels bloquejants dels canals de calci
com a preventius de la migranya no esta clar. El seu Us es
va iniciar per la seva acci6 en la prevencid de la hipoxia
neuronal, en la vasoconstriccid i en la inhibicid de la for-
maci6 de prostaglandines. El més utlitzat és la flunaricina
(Galletti et al., 2009; Moskowitz and Buzzi, 2011).

La onabotulinumtoxinA ha estat aprovada recentment com
a tractament preventiu en pacients que no responen als
tractaments classics i que han estat diagnosticats amb
migranya cronica, és a dir, que presenten més de 15 dies
de dolor migranyos al mes. El seu efecte ha estat demos-
trat en alguns assajos clinics, tot i que el seu mecanisme

d’accid encara no és conegut.

Alguns farmacs antiepiléptics també soén efectius en la
profilaxi de la migranya. L'epilépsia i la migranya compar-
teixen diversos mecanismes patogenics, com per exemple
la hiperexcitabilitat cortical i el desequilibri entre la inhi-

bici6 GABAergica i la transmissi6 glutamatergica (Galletti
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etal., 2009; Vikelis and Rapoport, 2010). Els antiepiléptics
utilitzats com a preventius de migranya sén l'acid valproic,
el topiramat, la pregabalina i la gabapentina. A continuacié
es descriuen amb més detall les caracteristiques de l'acid
valproic i del topiramat.

L'acid valproic

L'acid valproic, també conegut com a valproat, valproat
sodic o acid 2-propilpentanoic, és un acid gras que s'uti-
litza des de fa temps pel tractament de l'epilépsia i del
trastorn bipolar. Més recentment, s"ha comencat a utilitzar
per tractar la depressioé clinica major, 'esquizofrenia i la

migranya (Boyadjieva and Varadinova, 2012).

Diferents estudis han demostrat que l'acid valproic és un
agent inhibidor de la histona deacetilasa. Aquests enzims
actuen regulant negativament U'expressié génica. Aixi,
gracies a la inhibicié d’aquests enzims, es produeix un
increment en l'acetilacié de les histones que acaba re-
sultant en una increment de Uexpressié génica (Ookubo
et al.,, 2013). També s'ha vist que l'acid valproic facilita la
desmetilacio de ADN degut a la interrelacid que existeix
entre l'acetilacié de la cromatina i la metilacio de ADN
(Milutinovic et al., 2007).

Tot i que es desconeixen els mecanismes d'accié concrets
que fan que lacid valproic sigui un farmac preventiu de la
migranya, s’ha demostrat que en models animals té un
paper inhibidor en la freqliéncia, la progressid i la inten-
sitat de la DCP quan s’administra de forma cronica (Ayata
et al., 2006).

El topiramat

Eltopiramat és un derivat sulfamat del monosacarid D-fruc-
tosa. Inicialment es va sintetitzar com a part d'un projecte
orientat a la cerca d'analegs estructurals de la fructosa
capacos de bloquejar la gluconeogénesi. La seva estructura
quimica, semblant al farmac antidilirétic i anticonvulsiu
acetazolamida, va fer que es provés el seu efecte com a
farmac antiepiléptic (Shank et al., 2000). Des de llavors s'ha
utilitzat com a tal, pero més recentment s’ha comencat a

prescriure com a agent preventiu de la migranya.
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Eltopiramat també és un agent inhibidor de la histona de-
acetilasa (Eyal et al., 2004) amb efectes demostrats sobre

Uexpressié génica (Liang et al., 2006).

Igual que l'acid valproic, es desconeixen els mecanismes
que fan que el topiramat sigui un bon farmac preventiu de
la migranya. Tot i que també s’ha descrit el seu paper com
a inhibidor de la DCP (Ayata et al., 2006).
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3. GENETICA DELS TRASTORNS
NEUROLOGICS PAROXISTICS

A. LES MALALTIES MONOGENIQUES | LES
MALALTIES GENETIQUES COMPLEXES

Les malalties genetiques es poden classificar en funcié del
model d’heréncia que presenten i del nombre defactors
que hi estan implicats. Mitjancant aquesta classificacié
podem diferenciar entre malalties genetiques simples o
monogeniques i malalties genétiques complexes.

Les malalties genetiques simples o monogéniques sén
malalties que es transmeten seguint les lleis genéetiques
Mendelianes. El seu origen rau en lefecte d'un Unic gen.
En la majoria de malalties monogéniques, les variants
genetiques causants d'aquestes son variants perjudicials
que impliquen una pérdua funcional de la proteina que
codifiquen, per aixd romanen com a variants rares degut
a la pressid negativa exercida per la seleccid evolutiva.
Els trastorns neurologics paroxistics pediatrics que hem
descrit en els apartats anteriors i la migranya hemiplégica
son exemples de malalties monogeniques.

Les malalties genetiques complexes s6n malalties cau-
sades per la combinacié de multiples factors genétics i
ambientals. Les variants genetiques causants d'aquestes
malalties normalment son variants que presenten un efecte
menys perjudicial que les que originen les malalties mo-
nogeéniques. La migranya és un clar exemple de malaltia
genetica complexa.

Les técniques utilitzades per a Uestudi d'ambdds tipus
de malalties han evolucionat molt en els darrers anys.
Tot i que inicialment es feien servir tecniques comunes
per a trobar les variants genétiques causants tant de les
malalties monogeniques com de les malalties genetiques
complexes, actualment s'utilitzen tecniques especifiques
per a cada tipus.
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B. TECNIQUES PER A LESTUDI GENETIC DE LES
MALALTIES MONOGENIQUES

Les tecniques utilitzades per a l'estudi genétic de les malal-
ties monogéniques tenen com a objectiu trobar una Unica
variant geneética la qual és la causa de la malaltia. Tenint en
compte que son malalties Mendelianes, Uheréncia d'aquesta
variant sera simple. Per tant, en una mateixa familia on
convisquin individus afectes i sans, si parlem d'heréncia
dominant aquesta variant sera compartida només pels
individus afectes; si parlem d’herencia recessiva aquesta
variant es trobara en homozigosi en els individus afectes,
en heterozigosi en els individus portadors sans i no es
trobara en els individus no portadors sans; i si parlem
d'heréncia lligada al sexe els homes afectes tindran una
copia d'aquesta variant, les dones afectes en tindran dues

i les dones portadores sanes només en tindran una.

i. Estudis de lligament genétic en families

Una de les aproximacions que s’han utilitzat més a l'hora de
determinar la causa genética d'una malaltia monogénica
son els estudis de lligament genétic en families. Els estudis
de lligament tenen com a objectiu identificar la regié cro-
mosomica que probablement conté el gen responsable de la
malaltia, mitjancant la genotipacié de multiples marcadors
genetics distribuits al llarg de tot el genoma en families
amb individus afectes.

Aquest metode es basa en el fet que loci fisicament propers
normalment no recombinen entre ells, per tant, determinats
marcadors polimorfics co-segreguen amb el gen causant
de la malaltia en la transmissid de pares afills. EL lligament
d'una regié cromosomica amb la malaltia es determina

en funcid del valor de LOD score obtingut. EL LOD score és
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una mesura que s'obté tenint en compte la probabilitat
de recombinacio meiotica entre dos loci, el marcador i el
causant de la malaltia; valors de LOD score superiors a 3
indiquen la presencia de lligament geneticivalors inferiors
a -2 indiquen l'abséncia de lligament genetic.

Existeixen dos métodes principals per a analitzar el lli-
gament genétic: el parametric, en el qual cal assumir un
determinat model d'heréncia, i el no parametric, en el qual

no s'assumeix cap model d'heréncia concret.

Les regions cromosomiques que presenten lligament ge-
netic es consideren com a regions candidates d’incloure
el gen causant de la malaltia. Per tant, un cop identificada
la regiod lligada a la malaltia, el segiient pas consisteix en
sequenciar els gens candidats inclosos dins d’aquesta regié
per determinar si un d’ells conté la variant patogenica que

expliqui la malaltia.

ii. Seqiienciacio de gens candidats

Una altra aproximacioé per a determinar la base genética
d'una malaltia monogénica consisteix en seqlenciar els
gens candidats de la malaltia. El primer pas, doncs, reque-
reix determinar els gens candidats a ser els causants de
la malaltia, per exemple, realitzant un estudi de lligament
genetic. Seguidament es seqliencien els gens candidats
escollits, és a dir, aquells gens que degut a la seva funcié
podrien estar relacionats amb la malaltia, amb lobjectiu
de localitzar variants genetiques patogéniques que puguin
ser les causants de la malaltia.

iii. Seqiienciacio de l'exoma

Degut a l'evolucié de les tecnologies de seqlienciacié ge-
netica, les metodologies emprades a 'hora de determinar
el gen causant d’'una malaltia han millorat molt en els
darrers anys. La seqiienciacié de gens candidats implica
un coneixement previ de la funcié del gen i de la fisiopa-
tologia de la malaltia en estudi. Per aixo, la seqiienciacio
de gens candidats no és sempre possible i, a més a més,
sovint existeixen varis gens candidats per a una determi-
nada malaltia. Darrerament s’ha comencat a utilitzar la

seqiienciacio a gran escala de tot el genoma, de tot l'exoma
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o bé de les diferents regions d’interés (Pittman and Hardy,
2013). La seqlienciacid a gran escala té una millor relaci6
cost/temps/resultat que la seqlienciacid classica i que
els estudis de lligament i permet analitzar genéticament
una malaltia sense la necessitat d’haver de partir d'una

hipotesi prévia.

La seqlienciacid de l'exoma consisteix en seqlienciar totes
les regions codificants del genoma per tal d'identificar
possibles mutacions causants de la malaltia estudiada.
Existeixen dues aproximacions diferents per a determinar
el gen causant d'una malaltia a partir de la seqiienciacid de
l'exoma. Una aproximacié es basa en l'analisi en families,
en la qual es seqliencien individus afectes i individus sans
d'una mateixa familia i s’escullen com a gens candidats
aquells que presenten variants només en els individus
afectes, en el cas d'una herencia dominant, o aquells que
presenten variants en homozigosi en els individus afectes
i en heterozigosi en els individus sans, en el cas d’'una
heréncia recessiva (Ku et al., 2013). L'altra aproximacio es
basa en analitzar varis pacients afectats per la mateixa
malaltia que no estiguin emparentats entre ells, en aquest
cas es consideren com a candidats aquells gens que pre-
senten variants patogéniques en més d’un dels individus

sequenciats.

La seqiienciacié de U'exoma s’ha anat imposant davant
Uestudi de lligament genetic i la seqiienciacié de gens can-
didats perque implica una disminucié en el cost economic

i en el temps requerit per dur-la a terme.

C. TECNIQUES PER A LESTUDI GENETIC DE LES
MALALTIES GENETIQUES COMPLEXES

Les tecniques utilitzades per a l'estudi genétic de les malal-
ties genétiques complexes tenen com a objectiu trobar
les variants genétiques que causen una malaltia o bé que
confereixen susceptibilitat a patir-la. La naturalesa com-
plexa de l'heréncia d’aquestes malalties en dificulta la seva
analisi. En aquest cas no parlem de l'associacié simple
entre una variant genética i una malaltia, sin6 que parlem
de laccid de diferents variants genetiques i de diferents
factors ambientals. Per tant, tot i que les malalties gene-

tigues complexes es van comencar a estudiar mitjancant
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les mateixes tecniques que les malaties monogeniques,
els avencos tecnologics han permes desenvolupar noves
tecniques i noves metodologies estadistiques enfocades a

l'estudi de les malalties genétiques complexes.

i. Estudis de lligament genétic en families

L'estudi de lligament genetic en families també s’ha utilitzat
per a cercar la causa genética de les malalties genétiques
complexes. Tot i ser la mateixa técnica utilitzada en l'es-
tudi de les malalties monogéniques, la diferéncia rau en

l'analisi estadistica.
En el cas de les malalties genetiques complexes, el méetode

més adequat és el metode no parametric, ja que en aquests

casos no hi ha un model d"heréncia clar.

Efecte de la variant
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ii. Seqlienciacio de gens candidats

Totique la determinacié de gens candidats en les malalties
genetiques complexes és més dificil que en les malalties
monogeniques, també és una tecnica utilitzada. Tot i que
el futur immediat sembla que portara a un canvi d’estra-
tegia basat en la seqiienciacié del genoma complet degut

a l'abaratiment d’aquesta tecnica.

-
Variants de
baixa freqliencia
amb efecte intermedi
1.5 _
= Variants rares e
Htadnc de baix impacte B

maolt dificils d'identificar

11 mitjangant les tecniques
! l"||._l.1
Baix actuals
0.001 0.005 0.05
) ) ) [_)

Fregléncia al-lélica

Figura 7. Relacié entre malalties genétiques rares o comunes i la freqliencia i Uefecte dels al-lels causants.

Figura adaptada de (McCarthy et al., 2008).
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iii. Estudis d’associacio a gens candidats

Els estudis d'associacié genética es basen en determinar
si certes variants genétiques es troben associades a la
malaltia estudiada mitjancant la comparacio d'una mostra

de poblacié afectada amb una mostra de poblacid control.

Una estratégia per a dur a terme aquest tipus d’estudis
consisteix en realitzar una preseleccié de gens candidats
que podrien estar associats a la malaltia i seqienciar els
polimorfismes d’un sol nucleotid (SNPs) representatius
d'aquests gens. Aixi, l'associacié d'un d'aquests SNPs amb
la malaltia seria possiblement indicatiu de Uexistencia d'una

relacid entre el gen i la malaltia.

iv. Estudis d’associacio a nivell genomic

Una altra estrategia per a dur a terme els estudis d’associ-
acid genética son els estudis d'associacid genetica a nivell
genomic (GWAS). A diferéncia dels estudis d’associacid
en gens candidats, els GWAS no parteixen de cap hipotesi
prévia i es basen en trobar variants genetiques, les quals
es troben repartides més o menys homogeniament al llarg
de tot el genoma, que puguin estar associades a la malaltia
en estudi.

Les variants genetiques seleccionades per ser analitza-
des en un GWAS sén variants comunes, que es troben en
freqliéncies altes a la poblacié, i que majoritariament es
localitzen fora de les regions codificants, ja que aquestes
només comprenen de l'ordre d'un 1% del genoma. Els
GWAS es basen en la hipotesi que les malalties genetiques
comunes es deuen a variants comunes, les quals tenen un
efecte fenotipic baix (Manolio et al., 2009); a diferéncia de
les malalties Mendelianes, les quals es deuen a variants
rares que tenen un efecte gran. A la figura 7 es representa
un grafic amb l'esquematitzacié de la relacid entre malal-
ties Mendelianes i variants rares i malalties complexes i

variants comunes.
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Un punt metodologic important i sovint limitant dels GWAS
és que, igual que els estudis d'associaci6 en gens candidats,
requereixen la comparacié entre una mostra de poblacié
afectada i una mostra de poblacid control, pero en aquest
cas, degut al gran nombre de variants analitzades en un
mateix estudi, es requereix una mida poblacional molt
gran per tal de poder trobar resultats estadisticament

significatius.

Les meta-analisis son un tipus de métode estadistic
que permet analitzar dades provinents de poblacions
o cohorts independents. En aquests casos, s'analitza
el nivell d'heterogeneitat de cadascuna de les variants
estudiades en el conjunt de les poblacions. En les meta-
analisis es consideren dos models diferents, d>efectes
fixos o aleatoris, en funcid de si es detecta homogeneitat o
heterogeneitat, respectivament. Aquest tipus d>estrategia
es pot realitzar tant considerant variants en gens candidats
com en GWAS.

v. Exome chip: estudis d’associacié usant variants rares
i funcionals

A part dels GWAS, més recentment s’ha desenvolupat una
altra aproximacié genetica per tal de determinar el gen
associat a una malaltia genética complexa. Es tracta de la
tecnologia de L"Exome chip, un array focalitzat en seqlien-
ciar més de 200.000 variants codificants rares o de baixa
freqiencia (Grove et al., 2013). Metodologicament es tracta
de la mateixa tecnica que el GWAS, ja que també consisteix
en realitzar un estudi d’associacié a nivell genomic. La
diferéncia es basa en el tipus de variants analitzades: en
el GWAS son variants freqlients i majoritariament no co-

dificants i en el Exome chip son variants rares i codificants.

L'exome chip s'esta comencant a utilitzar degut als resultats
poc concloents obtinguts mitjancant els GWAS. Igual que
en aquests, es requereix una mida poblacional molt gran,
no només per poder obtenir resultats estadisticament
significatius, sin6 també perque les variants analitzades
es troben en freqliéncies molt baixes, per tant, cal una

mida mostral gran per poder-les-hitrobar representades.
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D. ESTUDIS GENETICS DELS TRASTORNS
NEUROLOGICS PAROXiSTICS PEDIATRICS

i. Torticoli paroxistic benigne del lactant

El torticoli paroxistic benigne del lactant (TPBL) és un
trastorn que esta relacionat amb la migranya. De fet, esta
inclos dins el grup de “Sindromes episodics probablement
associats a la migranya” en la ICHD-IIIB. Per aixo, els estudis
genetics del TPBL s’han basat en la seqlienciacio del gen
CACNATA, el qual codifica la subunitat a del canal de calci
neuronal i esta involucrat en l'alliberament de glutamat
a lespai sinaptic i ha estat associat, entre d'altres, a les
sindromes periodiques de la infancia. Aquestes sindro-
mes normalment es consideren com a manifestacions
pediatriques de la migranya comuna, també anomenades
precursors o equivalents de la migranya.

La seqlienciacié del gen CACNATA en pacients de TPBL
ha permés la descripcidé de 3 mutacions en 3 casos no
emparentats (Giffin et al., 2002; Cuenca-Leon et al., 2008;
Roubertie et al., 2008). Dues de les mutacions descrites
s6n mutacions sense sentit i l'altra és de canvi de sentit.
La primera, la p.Tyr1854*, es va trobar en un pacient de
TPBL que va comencar amb les crisis als 6 mesos d’edat.
Aquestes consistien en un torticoli del cap cap a l'esquerra
durant 15-30 minuts, seguit de vomits i inestabilitat motora
i que duraven entre 1i 3 dies. El pacient pertanyia a una
familia amb individus afectes de MH o0 EA2 portadors de la
mateixa mutaci6 (Giffin et al., 2002). La segona mutacid,
la p.Tyr1245Cys, va ser descrita pel nostre grup en un
pacient de TPBL que va evolucionar primer en vertigen
paroxistic benigne i posteriorment en MH (Serra et al.,
2009). La tercera mutacié descrita, la p.GIn736*, es va
trobar en un pacient de TPBL que presentava crisis des
dels 16 mesos que comencaven amb una inclinacio del
cap, anaven acompanyades d’inestabilitat, gemecs, suori
sovint vomits i duraven des d’'una fins a varies hores. Aquest
pacient pertanyia a una familia amb individus afectes de
desviacié de mirada cap amunt paroxistica i EA2 (Roubertie
etal., 2008). Esinteressant remarcar que en tots els casos
descrits les crisis de TPBL acabaven desapareixent o bé
evolucionant cap a un altre tipus de paroxismes neurologics

amb el pas dels anys.
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ii. Hemiplegia alternant de la infancia

Lhemiplegia alternant de la infancia (HAI) és una malaltia
genetica rara de la qual fins fa poc no se’n coneixia el gen
causant, el gen ATPTA3, el qual codifica la subunitat a, de
la bomba ATPasa Na*/K* expressada sobretot a neurones.
Estudis previs a la troballa d'aquest, els quals es van basar
en la seqlienciacié de gens candidats, van relacionar la HAI
amb mutacions en diferents canals ionics, entre ells el gen
CACNATA. Concretament, es va trobar la mutacid de novo
p.Val1696Phe en dos bessons monozigotics que presentaven
un fenotip complex que incloia hemiplegia alternant, ataxia,
epilépsia, crisis migranyoses i retard mental (de Vries et al.,
2008). En aquest estudi, els autors proposen que ambdds
pacients presenten una HAI atipica, la qual la defineixen
com un fenotip intermedi entre la HAl'i la MH. D’una banda,
perqué desenvolupen els trets caracteristics de la HAI, com
son les crisis d’hemiplegia alternant, el retard mentalien
el desenvolupament, els moviments coreics, l'estrabisme i
l'ataxia cronica. D'altra banda, pero, els simptomes s'inicien
després dels 18 mesos de vida, es descriuen també crisis
migranyoses, simptomes pertanyents a l'aura i dormir no té
un efecte beneficids en les crisis; trets que ligarien aquest
fenotip amb la MH. La HAI també ha estat ocasionalment
relacionada amb mutacions en els gens ATPTA2 (Bassi et
al., 2004), SLC2AT1 (Rotstein et al., 2009) i SLC1A3 (Jen et al.,
2005), tot i que sempre en pacients amb fenotips intermedis
entre 'hemiplegia alternant de la infancia i altres trastorns
paroxistics com la migranya hemiplégica o el sindrome de
la deficiencia del transportador de glucosa. Existeixen varis
estudis posteriors basats en la seqlienciacio d'aquests gens
candidats que no han trobat mutacions en diferents cohorts
de pacients de HAI. Per aixo, en els estudis genetics caldria
diferenciar entre pacients tipics de HAl i pacients atipics o
de fenotip intermedi entre la HAl i un altre trastorn.

La seqienciacid de l'exoma ha permes identificar el gen
causant de la majoria de casos de la HAI. La seqiienciacid
de lexoma en 16 trios, els quals inclouen Uindividu proband
i els progenitors, va permetre identificar el gen ATP1A3
com a causant de la malaltia en aproximadament un 80%
dels casos (Heinzen et al., 2012; Rosewich et al., 2012;
Ishii et al., 2013]), fet que s’ha pogut corroborar en cohorts

de pacients analitzades a posteriori (Hoei-Hansen et al.,
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2013). Els resultats negatius en aproximadament un 20%
dels pacients de HAI podrien indicar que aquesta és una
malaltia d’origen genétic heterogeni.

iii. Discinésia paroxistica cinesigénica

La base genética de la discinésia paroxistica cinesigenica
(DPC) va comencar a estudiar-se mitjancant estudis de
lligament genetic en families amb individus afectes de DPC.
Aquests estudis van permetre la identificacié de varis loci
lligats a la DPC, tots ells propers a la regié centromerica
del cromosoma 16 (Tomita et al., 1999; Bennett et al., 2000;
Swoboda et al., 2000; Cuenca-Leon et al., 2002; Lee et al.,
2012). La regions identificades incloien molts gens que,
per la funcié de la proteina que codificaven, eren possibles

candidats de causar la malaltia.

Més endavant, la seqlienciacio de 'exoma en 3 cohorts
independents de pacients xinesos amb DPC (Chen et al.,
2011; Wang et al., 2011; Li et al., 2012] va permetre identifi-
car el gen PRRTZ com a causant de la malaltia. Aquest gen,
de funcié encara desconeguda, codifica per una proteina
transmembranal que conté una regid rica en prolines a
Uextrem N-terminal. Des de la identificacié d’aquest gen,
s’han publicat desenes d’estudis genetics en diferents
cohorts que han ampliat Uespectre fenotipic associat a les
més de 30 mutacions trobades en aquest gen. Entre els
diferents fenotips associats a mutacions al gen PRRTZ hi
trobem les convulsions infantils i coreoatetosi (ICCA), les
convulsions familiars benignes del lactant (BFIS] i la MH
(Silveira-Moriyama et al., 2013).

Les mutacions trobades en el gen PRRTZ es localitzen exclu-
sivament en 2 dels 4 exons que conté el gen. Dins l'ex0 2 hi
trobem un hotspot que representa aproximadament el 60%
dels casos de mutacions descrits en la literatura: la mutacio
.649dupC (p.R217Pfs*8). Aquesta mutacié s’ha trobat en
totes les poblacions estudiades, en tots els fenotips descrits
i també en pacients esporadics que presentaven la mutacid
de novo (Pringsheim et al., 2010). Probablement, aquest
locus és un hotspot degut a que es troba en una regid on
hi ha 9 citosines seguides, fet que podria induir una major
freqiencia d'error de 'enzim ADN polimerasa. A part de

la duplicacid c.649dupC, en la mateixa posicié també s'ha
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descrit la delecid c.649delC, tot i que en una menor pro-
porcio de casos, la qual també provoca l'aparicié d'un codé
STOP prematur en la seqiiéncia proteica (p.R217Efs*12).

iv. Sindrome de la deficiéncia del transportador de glu-
cosa GLUT1

La sindrome de la deficiencia del transportador de gluco-
sa GLUT1 (GLUT1DS) es caracteritza (en la majoria dels
casos) per la preséncia de nivells baixos de glucosa en el
liquid cefaloraquidi (hipoglucorraquia) associats a gluce-
mia normal o, el que és el mateix, per la constatacio d'un
quocient liquid cefaloraquidi/plasma de glucosa inferior a
0,4,0d’entre 0,4i0,6 en els casos de gravetat intermedia.
Aquesta troballa en les primeres séries de pacients, aixi
com la comprovacid in vitro d'una captacid eritrocitaria
deficient de glucosa, va suggerir que la causa del trastorn
podia raure en un deficit en el transport de glucosa a través
de la barrera hematoencefalica. Per aixo, es va procedir a
la seqiienciacio del gen SLC2AT, el qual codifica pel trans-
portador de glucosa situat a la barrera hematoencefalica,
en pacients de GLUT1DS (Seidner et al., 1998). En aquest
primer estudi es van trobar 2 delecions grans i 2 mutaci-
ons sense sentit en el gen SLC2AT en 4 pacients tipics de
GLUT1DS. Des de llavors s’han descrit més de 40 mutacions
diferents que expliquen tant el fenotip classic, descrit per
De Vivo i col-laboradors l'any 1971, com els fenotips “no
classics”, descrits posteriorment, que inclouen pacients
amb retard mental i trastorns del movimentnpero que
no presenten epilépsia i també pacients amb discinésia
paroxistica induida per Uexercici (Leen et al., 2010).

El rapid diagnostic d'aquesta malaltia esta associat amb un
desenvolupament més lleu de la simptomatologia, incloent
el retard mental, gracies a linici del tractament basat en
l'Gs d'una dieta cetogénica. El primer pas per al diagnostic
de la malaltia és la realitzacié d'una puncié lumbar per tal
de determinar el nivell de glucosa en liquid cefaloraquidi;
en els casos d'hipoglucorraquia, s’hauria de procedir a la
seqlenciacio del gen SLC2AT per tal de confirmar-ne el
diagnostic.
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E. ESTUDIS GENETICS DE LES FORMES
MONOGENIQUES DE MIGRANYA: LA MIGRANYA
HEMIPLEGICA

La migranya hemiplégica (MH) és un subtipus rar i sever
de migranya amb aura que presenta un patré d'herencia
autosomica dominant. S’han descrit 4 gens associats a MH:
CACNA1A, ATP1A2, SCN1A i, més recentment i amb una
menor proporcid de casos, PRRT2. Tot i aixo, la proporcié
de pacients amb MH amb resultats geneétics positius és
encara molt baix. Concretament, dels pacients amb MH
familiar, aproximadament un 40% presenten mutacié en
un dels 4 gens citats (Riant et al., 2005) i dels pacients amb
MH esporadica, entre un 7 i un 16% (de Vries et al., 2007).
Dels 4 gens associats a MH, el gens CACNA1TA i ATP1A2
son els que presenten una major proporcio de casos, seguit
dels gens PRRT2 i SCN1A.

En el cas del gen PRRT2 no esta clar quin seria el meca-
nisme que el lligaria amb la fisiopatologia de la MH, ja que
encara queda molt per avancar en el coneixement sobre
el diferents aspectes de la proteina PRRT2. En relacié als
gens CACNA1TA, ATP1A2 i SCN1A, els 3 gens codifiquen per
canalsionics involucrats en la transmissio glutamatergica.
La identificacié d'aquests 3 gens ha estat de gran ajuda a

or nmuren infi bt deia
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U'hora de poder confirmar geneticament el diagnostic clinic
en els pacients amb MH i, a més a més, ha donat informa-
cid sobre les bases moleculars de la migranya, revelant la
importancia que té la neurotransmissié glutamatérgica
en aquesta malaltia (Eising et al., 2013b). A la figura 8 es
representa la funcié de les 3 proteines causants de la MH
en una sinapsi glutamatergica. La disfuncié d’aquests 3
canals implica una major activacio de les vies glutamater-
giques: les mutacions de guany de funcid del gen CACNATA
provoquen un augment de Uinflux de calciintracel-lular, el
qual promou l'alliberament de glutamat a U'espai sinaptic;
les mutacions en el gen ATP1A2 provoquen que U'entrada de
K+ al citoplasma de l'astrocit sigui menor, aixi la recaptacié
de glutamat duta a terme pel transportador astrocitic de
glutamat, el qual requereix aquest K+ per actuar, funciona
a un ritme més baix; i les mutacions en el gen SCN1A, el
qual actua en la generacié i la propagacid dels potencials
d’accio, causen la recuperacid accelerada de la inactivacid
rapida del canal permetent una freqiiéncia d'activacié major
(Wessman et al., 2007).

Figura 8.Representacié de
les proteines causants de

la migranya hemiplégica

de tipus 1, 2i 3 a la sinapsi
glutamatergica. Imatge
adaptada de [Russell and
Ducros, 2011]). MH1,2,3:
migranya hemiplegica tipus 1,
2i3.
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i. La migranya hemiplégica i el gen CACNATA

El gen CACNATA va associar-se amb la MH per primera
vegada Lany 1996 (Ophoff et al., 1996). En aquest estudi
es van sequenciar els gens candidats inclosos en la re-
gi6 cromosomica 19p13, la qual havia estat previament
relacionada amb MH i EA2 gracies a diferents estudis de
lligament geneétic. En aquest primer treball, es van definir 4
mutacions de canvide sentit en el gen CACNATA associades
a MH. Des de llavors, se n"han descrit més de 20 associades

a aquest fenotip.

En els darrers anys s’han dut a terme diferents estudis
funcionals de les mutacions en el gen CACNATA que provo-
quen MH. Els estudis funcionals realitzats mitjancant patch
clamp han determinat que el mecanisme d’'accio principal
d'aquestes mutacions és un increment de la probabilitat
d’obertura del canal, de manera que es provoca un aug-
ment en U'entrada de ions calci a la cel-lula incrementant el
nivell de neurotransmissio excitatoria. Aixi doncs, aquestes
mutacions s'anomenen de guany de funcié (van den Maag-
denberg et al., 2010).

També s’han usat models animals per a U'estudi funcional
de les mutacions al gen CACNATA. Concretament s’han
estudiat les mutacions p.Arg192Gln i p.Ser218Leu en mo-
dels de ratolins knock-in. Aquests estudis han determinat
que ambdues mutacions disminueixen el llindar d'induccio
de la DCP i augmenten la seva velocitat de propagacié en
comparacié amb els ratolins wild-type (Eikermann-Haerter
etal., 2009). També s’ha demostrat que els ratolins del sexe
femeni portadors de qualsevol d’'ambdues mutacions pre-
senten una susceptibilitat significativament major davant
la DCP en comparacié amb els del sexe masculi; diferencia
que és eliminada mitjancant l'ovariectomia. Aquests re-
sultats indiquen l'efecte que tenen les hormones sexuals
en la susceptibilitat a patir migranya (Eikermann-Haerter
and Ayata, 2010).

ii. La migranya hemiplégica i el gen ATP1A2
Elgen ATP1A2 va associar-se amb la MH per primera vegada

l'any 2003, gracies a la seqlienciacié dels gens candidats

inclosos en la regio cromosomica que havia estat préviament
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lligada amb la malaltia (De Fusco et al., 2003). En aquest
primer estudi es van trobar dues mutacions puntuals di-
ferents en el gen ATP1AZ2 en pacients de MH pertanyents a
dues families diferents. L'analisi funcional de les mutacions
va permetre concloure que ambdues provocaven una pérdua
de funcio de la proteina. Des de llavors s’han descrit més
de 60 mutacions diferents en el gen ATP1AZ2 associades a
MH que sobretot inclouen mutacions de canvi de sentit i,
amb una proporcié molt més baixa, mutacions de canvi
en la pauta de lectura, mutacions sense sentit i delecions
petites (Russell and Ducros, 2011).

iii. La migranya hemiplégica i el gen SCNTA

El gen SCN1A va associar-se amb la MH 'any 2005 gracies
a la seqlienciacio dels gens candidats inclosos a la regio de
lligament trobada en tres families multigeneracionals de
MH (Dichgans et al., 2005). En aquest estudi es va trobar la
mutacié p.Gln1489Lys en les 3 families analitzades.

Des de llavors, només s’han descrit 5 mutacions, totes
de canvi de sentit, sempre en casos familiars de MH. En
comparacié amb les més de 700 mutacions trobades en
casos d'epilépsia, la proporcidé de mutacions en aquest
gen associades a MH és molt baixa. El gen SCN7TA codifica
pel canal de Na* neuronal activat per voltatge i s'expressa
sobretot en la membrana plasmatica de les interneurones
inhibitories, jugant un paper indispensable en lainiciacio i
la propagaci6 dels potencials d’accid. S'han realitzat pocs
estudis funcionals de les mutacions en el gen SCNTA que
causen MH (Cestele et al., 2008), tot i aix0 es creu que el
seu paper en la fisiopatologia de la migranya es basa en
una recuperacid accelerada de la inactivacié rapida del
canal permetent una freqiiéncia d’activacio major, la qual
tindria un paper en lincrement de lexcitabilitat neuronal
(Wessman et al., 2007).
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iv. La migranya hemiplégicai el gen PRRT2

La relacié del gen PRRT2 amb la MH s’ha establert molt
recentment. La seqiienciacié d'aquest gen en pacients de
MH ha permes la identificacio de la mutacid c.649dupC en 5
families que presenten MH i DPC, en una familiaamb MH i
BFIS, en 1 familia amb ataxia episodica i HM, en 3 families
amb MH ien un cas esporadic de MH (Cloarec et al., 2012;
Dale et al., 2012; Gardiner et al., 2012; Marini et al., 2012;
Riant et al., 2012; Castiglioni et al., 2013; Silveira-Moriyama
et al., 2013). També s’ha identificat la mutacid c.649delC
en 3 families amb MH (Riant et al., 2012).

Aixi, s’han descrit mutacions en el gen PRRTZ només en
7 casos de MH pura. En els altres casos, com que no pre-
senten un fenotip pur, no es pot assegurar que l'efecte
de la mutacid en el gen PRRT2 sigui el causant de la MH
o bé que hi hagi una segona mutacié en un altre gen que
provoqui aquesta part del fenotip.

F. ESTUDIS GENETICS DE LES FORMES COMUNES
DE MIGRANYA

i. Heretabilitat de la migranya

L'heretabilitat d'una malaltia s'estudia classicament utilit-
zant bessons homozigotics i dizigotics. D'aquesta manera,
es pretén separar la contribucid genética de la contribucid
ambiental d'un determinat fenotip.

En relacié a U'heretabilitat de la migranya, s'han realitzat
varis estudis en diferents cohorts de bessons d'on s’ha
pogut estimar que U'heretabilitat d’aquesta malaltia es
troba entre el 33% i el 77% (Svensson et al., 1999; Mulder
et al., 2003; Svensson et al., 2003; Nielsen et al., 2012);
la gran diferéncia existent entre ambdods valors es deu
principalment a si l'analisi ha estat realitzada en bessons
monozigotics, on U'heretabilitat és major, o en bessons
dizigotics, on U'heretabilitat és menor. Més recentment
s’ha fet una metanalisi on s’analitzaven aquests resultats
conjuntament, es va calcular que l'heretabilitat total de la
migranya és del 45% (Nielsen et al., 2012). Aixi, podem dir
que aproximadament la meitat del risc de ser migranyés

és atribuible a la genetica.
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ii. Estudis de lligament genétic en families

Els primers estudis realitzats amb l'objectiu de localitzar
Uorigen genétic de les formes comunes de migranya es van
basar en estudis de lligament genétic en families. Tot i que
van permetre localitzar varies regions cromosomiques que
podrien contenir gens de susceptibilitat a patir migranya,
en cap cas van permetre la identificacié dels gens causants
d’aquesta malaltia (de Vries et al., 2009). A la taula 10 es
resumeixen els resultats més rellevants dels estudis de
lligament genétic realitzats en pacients amb migranya

amb i/o sense aura.
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LOCUS CROMOSOMIC FENOTIP POBLACIO REFERENCIA

1931 MA, MA/MO Australiana (Lea et al., 2002)

4q21 MO Islandesa (Bjornsson et al., 2003)
4q24 MA Finlandesa (Wessman et al., 2002)
6p12.2-p21.1 MA/MO Sueca (Carlsson et al., 2002)
10922-q23 MA Finlandesa / australiana (Anttila et al., 2008)
11924 MA Canadenca (Cader et al., 2003)
14921.2-922.3 MO Italiana (Soragna et al., 2003)
15911-913 MA Italiana (Russo et al., 2005)
19p13 MA Nord-americana (Jones et al., 2001)+
Xq25-q28 MA/MO Australiana (Nyholt et al., 2000}

Taula 10. Resum dels resultats més rellevants obtinguts mitjancant
estudis de lligament en formes comunes de migranya.

Cada fila correspon a un estudi de lligament genetic i s'hi
indica el locus cromosomic lligat a la malaltia, el fenotip
i lorigen dels pacients usats en lUanalisi i la referéncia de
cada estudi. Taula adaptada de (de Vries et al., 2009). MA:

migranya amb aura; MO: migranya sense aura.
iii. Seqiienciacio de gens candidats

Una aproximacio diferent que s'ha utilitzat per a deter-
minar la causa genetica de la migranya comuna ha estat
la seqlienciaci6 directa dels gens candidats. Els primers
estudis basats en aquesta metodologia es van centrar en la
seqlienciacio dels gens causants de la MH (concretament
els gens CACNATA, ATP1A2i SCNTA). Aquests, pero, no van
permetre identificar mutacions en les formes comunes de
migranya.

En una publicacié recent, els autors van escollir el gen
KCNK18 com a possible gen candidat de la migranya comuna.
Aquest gen codifica la proteina TRESK, un canal de K* de ti-
pus K2P que s’expressa als ganglis espinals i a les neurones
del ganglitrigeminité un paper important en lexcitabilitat
neuronal. En seqienciar aquest gen en 110 migranyosos van
trobar una possible mutacio que segregava amb el fenotip
de MA en una familia multigeneracional (Lafreniere et al.,
2010). La mutacié trobada, la p.F139WfsX24, és una mutacié

truncant que implica la pérdua de la funcionalitat del canal.
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En un article més recent els mateixos autors van trobar una
mutacio en el mateix gen que també implicava la perdua de
funcid del canal, pero en aquest cas la van trobar tant en
individus migranyosos com en individus control (Andres-En-
guix et al., 2012). Tot i que aquest fet qliestiona la relacid
causal directa entre les mutacions en el gen KCNKT18 i la
migranya, aquest gen continua essent considerat com un
candidat a conferir susceptibilitat a patir migranya (Eising
et al., 2013b).

A part de la seqlienciacié del gen KCNK18, recentment
s’ha publicat un estudi on s’identifiquen dues families on
mutacions en el gen CSNK1D cosegreguen amb la preséncia
de migranya i de la sindrome de l'avenc de la fase del son
(Brennan et al., 2013). ELgen CSNK1D codifica per la isofor-
ma 6 de la proteina casein kinasa. Aquesta proteina és una
serina-treonina kinasa que fosforila la proteina del rellotge
circadiari Per2 i també altres proteines involucrades en la
senyalitzaci6 cerebral (Knippschild et al., 2005). Tot i que la
funcié d’aquesta proteina podria estar relacionada amb la
patogenicitat de la migranya, mutacions en aquest gen han
estatidentificades com a causants de la sindrome de l'avenc
de la fase del son. Segurament, doncs, en aquestes dues
families la mutacié en el gen CSNK1D deu causar aquesta
sindrome i una o més variants en altres gens podrien causar
o augmentar la susceptibilitat a desenvolupar la migranya.
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Aquesta conclusié es veu reforcada pel fet que en una de
les dues families identificades, trobem un individu amb la
mutacié que només presenta la sindrome de lavenc de la
fase de la son i un altre individu descrit amb MA que no
presenta la mutacio.

iv. Estudis d’associacio a gens candidats

S’han realitzat nombrosos estudis d'associacié a gens
candidats en formes comunes de migranya, tant en MA
com en MO. Aquests estudis inclouen gens candidats com
son el gen MTHFR (Lea et al., 2004; Kaunisto et al., 2006;
Scher et al., 2006; Schurks et al., 2008; Rubino et al., 2009);
gens del sistema dopaminérgic, com per exemple DRD2 i
SLC6A3 (Todt et al., 2009); gens del sistema serotoneérgic,
com HTR2C (Johnson et al., 2003); gens del sistema del
receptor GABA, com GABRA5 i GABRB3 (Oswell et al.,
2008J; gens que codifiquen receptors hormonals, com
ESR1 i ESR2 (Oterino et al., 2008); gens relacionats amb
la inflamacid, com TNFA i LTA (Lee et al., 2007); i d’altres
gens, com per exemple diferents transportadors ionics
(Nyholt et al., 2008).

Tot i lexisténcia de nombrosos resultats positius (de Vries
etal., 2009), cap d’ells sembla que comporti una associacié
genética robusta ni tampoc cap ha estat replicat en daltres
cohorts independents de pacients. Segurament aquest fet
es deu a l'existéncia d’errors metodologics relacionats amb
la mida de la mostra, la seleccid dels casos i controls, la
mala correccié estadistica per proves multiples i/o la inca-
pacitat de replicar els resultats en poblacions independents
(Eising et al., 2013b).

v. Estudis d’associacio a nivell genomic

En la cerca dels gens associats a la migranya, s’han re-
alitzat 3 estudis d’associacid a nivell genomic (GWAS) i 3

meta-analisis amb dades d’associacié a nivell genomic.

El primer GWAS el van dur a terme diferents grups per-
tanyents al International Headache Genetics Consortium
(IHGC) l'any 2010 (Anttila et al., 2010). En aquest estudi,
es va analitzar una mostra clinica de 2731 pacients amb

migranya amb aura i 10747 controls provinents de 3 pobla-
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cions diferents: una finesa, una alemanya i una holandesa.
Es va trobar que la variant genetica rs1835740, situada a
la regi6é cromosomica 8q22.1, confereix susceptibilitat a
patir migranya. Aquest resultat va replicar-se en 3202 ca-
sos i 40062 controls addicionals, provinents de poblacions
daneses, holandeses, islandeses i alemanyes. La variant
trobada és una variant intergenica, situada entre dos gens
implicats en la homeostasi del glutamat: el gen MTDH, que
codifica la metadherina, un regulador del transportador de
glutamat SLCTAZ2; i el gen PGCP, que codifica la carboxipep-
tidasa plasmatica, involucrada en l'acumulacié de glutamat
en l'espai sinaptic. Mitjancant una analisi quantitativa en
fibroblasts, es va observar que l'al-lel de la variant associat
a migranya correlacionava amb nivells d'expressido més
alts del gen MTDH.

En una meta-analisi de GWAS realitzada l'any 2011, es va
analitzar una mostra poblacional formada per 2446 migra-
nyosos (provinents de 6 cohorts diferents) i 8534 controls i
es va detectar associacio nominal en 32 dels SNPs analitzats
(Ligthart et al., 2011). Cap dels SNPs es va poder replicar
en ser avaluats en la cohort de replicacid.

En un GWAS posterior es va analitzar una mostra po-
blacional formada per 5122 migranyosos (provinents del
Women's Genome Health Study) i 18108 controls (Chasman
etal., 2011).

En aquest estudi cap dels SNPs analitzats presentava una
associacio estadisticament significativa a la migranya. Tot
i aixo, 3 dels SNPs que presentaven una associacié més
alta van ser analitzats en una meta-analisi amb 3 pobla-
cions diferents, resultant significativament associats a
migranya. Aquests 3 SNPs sdn el rs2651899, localitzat a
la regid cromosomica 1p36.32, dins el primer intrd del gen
PRDM16; el rs10166942, localitzat a la regié cromosomica
2937, molt proper al punt d’inici de transcripcié del gen
TRPMS; i el rs11172113, localitzat a la regié cromosomica
12913.3, dins el primer intré del gen LRP1. ELgen PRDM16
esta relacionat amb el desenvolupament del teixit adipds
bru; el gen TRPM8 codifica per un sensor de fred i del dolor
induit pel fred i s'expressa en neurones sensorials i en el
gangli espinal; i el gen LRPT codifica per un receptor de la

familia de les lipoproteines i interacciona amb receptors
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del glutamat (Schurks, 2012). En una meta-analisi posterior
que incloia 2523 migranyosos i 38170 controls, es van ana-
litzar els SNPs que presentaven una associacié més alta en
aquest GWAS. Com a resultats es va trobar que els SNPs
localitzats al gens TRPM8 i LRP1 estaven significativament

associats a migranya (Esserlind et al., 2013).

Més endavant va realitzar-se un altre GWAS amb una mostra
clinica formada per 2326 migranyosos sense aura i 4580
controls (Freilinger et al., 2012]. Es van escollir SNPs de
12 loci que incloien 2 o més SNPs associats a migranya
amb una p<1x10- per a replicar-los en una mostra clinica
de 2508 migranyosos sense aura i 2652 controls. Els SNPs
rs3790455, localitzat a la regid 1922 dins el gen MEF2D, i
rs7640543, localitzat a la regi6 3p24, proper al gen TGFBR2,
van ser convincentment replicats. Mentre que els SNPs
rs9349379, localitzat dins el gen PHACTRI1, i rs6478241,
localitzat dins el gen ASTN2, suggerien una tendéncia a

la replicacié.
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A més a més, van replicar els resultats obtinguts en el
GWAS anterior, mostrant de nou una associacié entre els
gens TRPM8i LRPT i la susceptibilitat a patir migranya.

Recentment s'ha publicat una meta-analisi que inclou
dades de 29 GWAS. Analitzant un total de 23285 migra-
nyosos i 95425 controls, s’han identificat 12 loci associ-
ats amb susceptiblitat a migranya (Anttila et al., 2013). 5
d'aquests loci no s’havien relacionat mai amb la migranya:
rs10915437, proper al gen AJAPT; rs12134493, proper al
gen TSPANZ; rs13208321, dins el gen FHLJS; rs4379368,
dins el gen c7orf10; i rs10504861, proper al gen MMP16.

Els diferents loci que s’han anat trobant associats a mi-
granya, els quals es troben representats a la taula 11, van
afegint informaci6 sobre aquesta malaltia. A més a més,
reflecteixen la complexitat genética que es troba, suposa-

dament, rere la migranya.

GEN IMPLICAT SNP LOCALITZACIO M/MA P VALOR(OR) REFERENCIA
/MO
MTDH rs1835740 Intergénica MA 1.69x10-1(1.18) (Anttila et al., 2010)
PRDM16 rs2651899 Intragénica M 3.8x107(1.11) (Chasman et al., 2011)
M 3.28x107%(1.09) (Anttila et al., 2013)
TRPM8 rs10166942 Intergénica M 5.5x10-'2(0.85) (Chasman et al., 2011)
MO 9.83x10°"3(0.78) (Freilinger et al., 2012)
rs17862920 Intragénica MO 5.97x10-7(0.77) (Freilinger et al., 2012)
rs7577262 Intragénica M 3.27x107'3(0.87) (Anttila et al., 2013)
LRP1 rs11172113 Intragénica M 4.3x107(0.9) (Chasman et al., 2011)
MO 2.97x108(0.86) (Freilinger et al., 2012)
M 2.69x10-7(0.9) (Anttila et al., 2013)
MEF2D rs3790455 Intragénica MO 7.06x10°"(1.2) (Freilinger et al., 2012)
rs2274316 Intragénica M 3.14x108(1.07) (Anttila et al., 2013)
TGFBR2 rs7640543 Intergénica MO 1.17X107(1.19) (Freilinger et al., 2012)
rs6790925 Intergénica M 2.16x10°(1.15) (Anttila et al., 2013) Taula 11. Resum
PHACTRI rs9349379 Intragénica MO 3.2x10%(0.86) (Freilinger et al., 2012) dels gens i dels loci
M 2.81x10-7°(0.86) (Anttila et al., 2013) associats a migranya
ASTN2 rs6478241 Intragénica MO 3.86x10°%(1.16) (Freilinger et al., 2012) mitjancant estudis
M 1.04x107(1.16) (Anttila et al., 2013) dassociacio @ nivell
: genomic (GWAS).M:
AJAPT rs10915437 Intergenica M 2.81X10¢(0.86) (Anttila et al., 2013) migranya; MA:
TSPAN2 rs12134493 Intergénica M 6.71x1074(1.14) (Anttila et al., 2013) migranya amb aura;
FHL5 rs13208321 Intragénica M 2.15x10"2(1.18) (Anttila et al., 2013) MO: migranya sense
c7orf10 rs4379368 Intragénica M 1.46x10°(1.11) (Anttila et al., 2013) aura; OR: de l'anglés,
MMP16 rs10504861 Intergénica M 1.32x108(0.86) (Anttila et al., 2013) odds ratio.
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4. EPIGENETICA DELS TRASTONS
NEUROLOGICS PAROXISTICS

A. EPIGENETICA: CONCEPTES CLAU

El terme epigenética va ser usat per primera vegada l'any
1942 per Conrad Waddington, qui el va definir com “la
branca de la biologia que estudia les interaccions causals
entre els gensi els seus productes, fet que produeix que es
desenvolupi un fenotip concret”. Tot i que la base conceptual
és la mateixa, actualment U'epigeneética es refereix a les
modificacions o propietats del genoma que no estan im-
plicades en la seqliencia de LADN, pero que son heretables

através de la divisio cel-lular (Portela and Esteller, 2010).

L'estudi de U'epigenética ha augmentat molt en els darrers
anys, amb l'objectiu tant d’explicar el seu funcionament,
com d’explicar la seva implicacié en malalties com el can-
cer, laleucémiai, en el nostre cas, els trastorns neurologics
paroxistics. El desenvolupament de noves técniques per
estudiar diferents mecanismes epigenétics esta resultant
en una evolucid cap al coneixement d’aquesta branca. Cal
remarcar, pero, que a diferencia dels estudis genetics en els
quals es pot obtenir ADN de qualsevol tipus cel-lular, en el
cas dels estudis epigenetics l'obtencié de la mol-lecula en
estudi comporta més complicacions. Els canvis epigenétics
son especifics tant de teixit com de tipus cel-lular i també
poden variar al llarg del temps, per exemple segons el
moment del desenvolupament de Uindividu o en funcié de

a que estigui exposat lindividu.

Les modificacions epigenetiques poden classificar-se en
4 grups: metilacio de LADN, modificacié de les histones,
remodelacié dels nucleosomes i acci6 dels ARNs no co-
dificants.

\4

52

B. MODIFICACIONS EPIGENETIQUES

i. Metilacié de CADN

La metilacid de LADN es refereix a la transferéncia d'un grup
metil del donador S-adenosilmetionina (SAM) al nucledtid
citosina de ADN (Graff et al., 2011). Aquesta reaccié la
catalitzen els enzims de la familia de les ADN-metiltrans-
ferases (DNMTs).

La majoria de la metilacié de LADN es déna en el context
dels dinucleotids CpG. Aquests acostumen a agrupar-se en
regions anomenades illes CpG (CGl), les quals es definei-
xen com regions de més de 200 parells de bases amb un
minim d'un 50% de guanosines i citosines i amb una ratio
de “dinucleotids CpG observats/estadisticament esperats”
de com a minim 0.6 (Portela and Esteller, 2010). Les illes
CpG no es troben distribuides aleatoriament al llarg del
genoma, sin6 que les trobem tipicament en promotors de
gens transcripcionalment molt actius, com sén els gens
housekeeping i els gens supressors de tumors (Inbar-Fei-
genberg et al., 2013).

La metilacié de ADN és un mecanisme epigenetic que
generalment s’associa a la inhibicié de U'expressié génica.
Aquesta inhibicid pot donar-se mitjancant diferents pro-
cessos. D'una banda, UADN metilat recluta proteines que
contenen el domini d’'unié a grups metil (domini MBDJ;
aquestes recluten complexes que modifiquen les histones
i que remodelen la cromatina fent que es produeixi una

inhibicid de la transcripcid genica (Esteller, 2007).
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Per altra banda, CADN metilat pot inhibir directament l'ex-
pressié géenica impedint que les proteines d'unié a UADN
encarregades d’iniciar la transcripcié reconeguin els seus
llocs especifics d’'unié (Kuroda et al., 2009). A més a més,
UADN no metilat crea una estructura de la cromatina favora-
ble per a l'expressid génica reclutant factors que s'associen
a enzims que metilen histones (Thomson et al., 2010).
Tot i que la metilacié de LADN generalment s'associi amb
lainhibicio de 'expressid génica, troballes recents indiquen
que lefecte de la metilacié depén del context genomic en
el que es doni (Portela and Esteller, 2010; Shenker and
Flanagan, 2012; Kulis et al., 2013). Tot i que encara no hi ha
moltes evidencies, sembla ser que l'efecte de la metilacid
de UADN funcionaria de la segiient manera:

- Enregions promotores la metilacié de UADN
inhibeix la transcripcié génica mitjancant el
reclutament de proteines amb dominis MBD
que impedeixen la unio dels factors de trans-
cripcio.

- Enregions repetitives intergéniques la metila-
cio de LADN inhibeix Uexpressio de seqiiencies
endoparasites que causen inestabilitat cro-
mosomica, translocacions i disrupcié genica.

- Enregionsintragéniques la metilacio de TADN
s'associa amb expressid génica. Sembla que
la metilacid intragénica presenta varies fun-
cions. D'una banda, la metilacié intragenica
silencia els promotors alternatius existents,
fent alhora que es potencii l'elongacié dels
transcrits canonics. També es relaciona amb
la inhibicié de la transcripcié dels ARNs an-
tisentit, potenciant indirectament una major
transcripcié dels gens inhibits per aquests.

A
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Alafigura 9 es representa l'efecte de la metilacié en funcid

del context gendomic on es generi.
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Figura 9. Efecte de la metilacié de UADN en diferents regions genomiques. a) Metilacié en regions

promotores b) Metilacié en seqliencies repetitives intergéniques c) Metilacid en regions intrageniques.
Figura adaptada de (Portela and Esteller; 2010). RNA pol: polimerasa; TF: factor de transcripcié; DNMT: ADN

metiltransferasa; MBD: proteina d'unio a grups metil; E 1,2,3,4: exd 1, 2, 3, 4.

La metilacio de LADN és un mecanisme que en un principi
es pensava que era estable i dificil de modificar; es creia
que el patré de metilacié que adquirien les cél-lules durant
el desenvolupament de l'individu romania constant al llarg
de la vida d'aquest. Contrariament a aquesta idea inicial,
s’havist que la metilacio de TADN és un fenomen dinamic:
es produeix tant una metilacié com una desmetilacié de
UADN degut a Uefecte de diferents factors externs (Ramc-
handani et al., 1999).

ii. Modificacio de les histones

La cromatina s’estructura en unitats anomenades nucleo-
somes, les quals estan formades per octamers d'histones,
concretament per 2 unitats de cadascuna de les seglents
histones: H2A, H2B, H3 i H4. LADN s’embolica al voltant
dels nucleosomes formant una estructura compacta i

inaccessible per a l'accés de la maquinaria de transcripcio.
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Les histones son proteines globulars que contenen una cua
a Uextrem N-terminal on poden donar-s'hi diferents mo-
dificacions postraduccionals, com per exemple l'acetilacid
i la metilacio, que estan involucrades en la regulacié de
'expressié génica. Aixi, en funcid de la histona modificada
i del tipus de modificacio, efecte final sera d’activacioé o
bé d’inhibicié de Uexpressié génica (Portela and Esteller,
2010; Inbar-Feigenberg et al., 2013).

iii. Remodelacio dels nucleosomes

La preséncia de nucleosomes inhibeix tant Uinici com l'elon-
gacié de la transcripcio genica, ja que aquests impedeixen
la unié dels factors de transcripcio i també Uavancament
de les polimerases al llarg de la cadena d’ADN.
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La remodelacié dels nucleosomes consisteix en canviar
Uestructura de la cromatina mitjancant enzims que reque-
reixen l'Us d’ATP. Aquests enzims faciliten el canvi de posicid
dels nucleosomes, fent que algunes regions genomiques
quedin accessibles i d'altres quedin emmascarades pels

nucleosomes (Graff et al., 2011).

iv. Accio dels ARNs no codificants

Els ARNs no codificants tenen un paper important pel que
fa a la regulacid epigenetica de Uexpressié genica. Exis-
teixen diferents tipus d’ARNs no codificants, els quals es
classifiquen segons la seva mida i funcid. En sén exemples
els ARNs petits d'interferéncia, els microARNs i els ARNs

llargs no codificants.

C. ESTUDIS DE METILACIO DE LADN EN GENS
CANDIDATS

Una de les aproximacions més utilitzades en l'estudi de
Uepigenetica és l'estudi de la metilacio de LADN en gens
candidats. Aquests estudis es basen en escollir gens que
funcionalment poden estar implicats en la malaltia d’in-
terés i analitzar-ne els patrons de metilacid, comparant,
per exemple, mostres provinents de pacients amb mostres

d’'individus control.

Un dels reptes per a determinar Uestat de la metilacio de
UADN rau en el fet que la metilacidé no provoca canvis a
nivell de seqiieéncia de LADN. Per aixo s"han desenvolupat
diferents metodes per a determinar l'estat de metilacio de
UADN. En els seglients apartats es detallen alguns dels
metodes més utilitzats en els darrers anys per determinar

i. Bisulfitaciéo de CADN

La bisulfitacié de 'ADN és una reaccid enzimatica en la
qual les citosines que no estan metilades son converti-
des en uracils i, en canvi, les citosines metilades no son
modificades (Patterson et al., 2011). Aquesta reaccid es
ddéna en 3 passos: primer una sulfonacid, després una
deaminacio¢ i finalment una desulfonacio. A la figura 10 es
representen els diferents passos de la reaccié quimica de
la bisulfitacio de UADN.

La bisulfitacio de UADN permet diferenciar les citosines
metilades de les no metilades mitjancant, per exemple,

tecniques de seqlienciacio.

SULFONACIO DEAMINACIO DESULFONACIO

'estat de metilacio de ADN.

(.|tosma Citosina sulfonat Uracil sulfonat Ura(:|l
Figura 10. Bisulfitacio de UADN. La citosina no "
metilada, en preséncia de ions bisulfit ([HS03-] A : CHa
passa a citosina sulfonat, la qual, en un pH baix, és f ‘ H50,
desaminada i se n'obté uracil sulfonat. Aquest, en OdK
pujar el pH, és desulfonat obtenint-ne uracil. La H
5-metilcitosina no és susceptible de ser bisulfitada. 5-Metilcitosina
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ii. PCR especifica de metilacio

Les PCRs especifiques de metilacié es basen en dissenyar
els encebadors de manera que discriminin entre regions
metilades i no metilades després de la bisulfitacio de 'ADN.
D’aquesta manera, lamplificacié o la no amplificacié del
fragment d’ADN indica si hi ha metilacié o no de les citosines
d’aquesta regid concreta. El problema d’aquesta técnica rau
en la presencia de falsos negatius que poden ser deguts a

errors tecnics produits durant la reacci¢ de PCR.

iii. Pirosequenciacio de UADN bisulfitat

La piroseqiienciacié de LADN bisulfitat és una técnica de
seqlienciacié que permet seqiienciar regions del genoma
que inclouen dinucleotids CpG mitjancant la qual s'obté
un percentatge de metilacié de cadascuna de les citosines

que formen part d'un dinucleotid CpG. Aquesta técnica im-

plica un primer pas de bisulfitacié de UADN, U'amplificacioé
mitjancant PCR de la regid d'interes, l'aillament d'una de
les dues cadenes d’ADN i la piroseqiienciacié d'una de
les dues cadenes de ADN mitjancant un encebador de
seqlienciacid (Tost and Gut, 2007). La reaccié de pirose-
qlienciacid consisteix en incorporar nucleotid a nucleotid,
de manera que quan s'allibera el fosfat provinent de la
formacio de Uenllac fosfodiéster entre els dos nucleotids,
l'enzim ATP-sulfurilasa allibera una molecula d'ATP que
és utilitzada per Uenzim luciferasa per produir una se-
nyal lluminosa. Aquesta senyal llLuminosa és captada per
l'aparell pirosequenciador, el qual genera un pirograma
on s’hi representen els pics de llum obtinguts al llarg de
la seqlienciacio. A la figura 11 s’hi representa un esquema

de la reaccié de piroseqiienciacid.
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D. ESTUDIS DE METILACIO DE LADN A NIVELL
GENOMIC

Recentment s’han comencat a realitzar estudis de metilacio
de UADN a nivell genomic. A diferéncia dels estudis en gens
candidats, els estudis a nivell genomic no parteixen de cap
hipotesi previa i permeten realitzar una analisi de lestat

de metilacié de tot el genoma.

Abans de l'aparicio d'aquests estudis, els resultats indicaven
que la metilacié de LADN es concentrava en les regions
promotores dels gens ambilles CpG i que aquesta metilacid
era crucial a 'hora de determinar si es produiria expressio
genica o no. Els resultats obtinguts mitjancant els estudis
de metilacié a nivell genomic han demostrat que existeixen
altres regions genomiques on es produeixen canvis en el
patré de metilacié de LADN que sembla que sén importants
per a la regulacié de l'expressié de determinats gens. Tot
i aquests avencos, la metilacio de LADN és un camp on hi
manquen encara molts descobriments per tal de poder
arribar a entendre la totalitat dels mecanismes que hi

estan implicats.

Abans de realitzar un estudi de metilacid a nivell genomic
és necessari realitzar un tractament previ de UADN que sigui
depenent de metilacid. Existeixen 3 tipus de tractaments
principals: la digestié enzimatica mitjancant endonucleases,
Uenriquiment per afinitat a la metilacid i la bisulfitacio de
UADN (Laird, 2010). En els seglients apartats explicarem
els metodes més utilitzats per tal d’analitzar la metilacio
de UADN a nivell genomic en funcid d'aquests tractaments

previs.

i. Digestid enzimatica mitjancant endonucleases

Les endonucleases son enzims de restriccié que trenquen
Uenllac fosfodiester de les cadenes de nucleotids. Algunes
endonucleases son sensibles a la presencia o abséncia de
metilacid. Per exemple, U'enzim Smal reconeix i talla la se-
gliencia “CCGG”, independentment de U'estat de metilacio;
en canvi, 'enzim Mspl reconeix i talla la mateixa seqliencia

només en el cas que aquesta estigui metilada.
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Un cop ADN ha estat tractat amb endonucleases, es poden

utilitzar dues estrateégies diferents:

- Us d'arrays d’hibridacié: 'ADN tractat amb
una endonucleasa o una altra s’hibrida en
arrays que, en funcioé del seu disseny, poden
incloure diferents regions genomiques. Aixi
es pot determinar si una regid esta metilada
o no en funcié de quina endonucleasa s’hagi
utilitzat. Un exemple n'és el metode HELP el
qual consisteix en digerir TADN amb l'enzim
Hpall o Mspl, amplificar els fragments obtin-
guts i hibridar-los en un array (Schumacher
et al., 2006).

- Seqlenciacio: UADN digerit mitjancant endo-
nucleases es sotmet a un protocol de seqlien-
ciacid. Aquests son més flexibles i potents
que els arrays ja que no parteixen de dissenys
previs (els quals només representen una part
del genoma), requereixen una quantitat menor
d’ADN i eviten l'aparici6 dels artefactes d’hibri-
dacié. Un exemple n'és el HELP-seq, el qual
parteix de CADN digeritigual que en el metode
HELP, pero aquest és seqiienciat enlloc de ser
hibridat en un array (Oda et al., 2009).

L'Gs d’endonucleases com a tractament previ als estudis de
metilacid esta entrant en desus ja que genera una quanti-
tat elevada de resultats falsos positius degut a digestions
incompletes.

ii. Enriquiment per afinitat a la metilacio

Lenriquiment per afinitat a la metilacié consisteix en utilit-
zar anticossos o bé proteines que reconeixen i s'uneixen a
UADN metilat. D'aquesta manera, s'aconsegueix una mostra
enriquida en ADN metilat que pot analitzar-se mitjancant
arrays d’hibridacio, com es realitza a la tecnica MeDIP
(Weber et al., 2005), o mitjancant técniques de seqiienciacio,
com es fa al métode MBD-seq (Meaburn and Schulz, 2011).
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iii. Bisulfitacié de CADN

Eltractament de LADN mitjancant bisulfitacié permet dife-
renciar a nivell de seqliéncia entre les citosines metilades
i les no metilades. Aixi, UADN bisulfitat es pot analitzar
mitjancant arrays d'hibridacid, com per exemple els arrays
de la plataforma Infinium, o bé es pot seqlienciar (Wu et
al., 2013), com es fa a la técnica RRBS (Smith et al., 2009).

E. LEPIGENETICA | ELS TRASTORNS
NEUROLOGICS PAROXISTICS

La manca de troballes concloents a l'hora d’explicar la
base genetica de varies malalties neurologiques ha fet
que recentment es comenci a buscar una base epigenetica
capac d’explicar la susceptibilitat a patir aquestes malalties
o bé d’explicar la propia causa d'aquestes. En aquest cas no
parlem de malalties monogéniques, la causa de les quals
es basa en la preséncia de mutacions en un sol gen, siné
de malalties genétiques complexes, la causa de les quals
es basa tant en factors genetics com ambientals. L'epige-
netica és un mecanisme que probablement esta implicat
en la modulacié dels efectes d’aquests factors ambientals

sobre les malalties genétiques complexes.

S’han descrit varis estudis que relacionen el mal funciona-
ment dels mecanismes epigenetics amb el desenvolupa-
ment de malalties neurologiques (Jakovcevski and Akbarian,
2012; Gos, 2013; Qureshi and Mehler, 2013; Weng et al,,
2013; Zhang et al., 2013). Un exemple en son les mutacions
en el gen MECP2 que causen la sindrome de Rett. El gen
MECP2 codifica una proteina que conté dominis d'unié a
grups metil (MBD) i actua com a repressor o activador
de la transcripcié (Kubota et al., 2013). En el camp de les
malalties relacionades amb el retard intel:-lectual també
s’han trobat mutacions causals en varis gens involucrats
en diferents mecanismes epigenétics, com per exemple el
gen DNMT3B, que codifica una ADN-metiltransferasa invo-
lucrada en la metilacié de novo de LADN; el gen HDAC4 que
codifica una desacetilasa d'histones; o bé el gen MED17 que
codifica una proteina reguladora de la transcripcié (van
Bokhoven, 2011).
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També s’han descrit SNPs en gens involucrats en meca-
nismes epigenétics que son capacos de modificar el risc
de patir malalties neurologiques o bé d’augmentar el risc
de que aquestes progressin. En sdn exemples variants
dels gens SIRT4, HDAC11 i HDACY, que codifiquen factors
epigenetics implicats en lacetilacié d’histones, relacionades
amb el nivell de severitat de lesclerosi multiple (Inkster
et al., 2013) o bé amb el risc de patir un ictus cerebral
(Bellenguez et al., 2012).

L'epilépsia és una malaltia paroxistica que esta molt li-
gada a la migranya. De fet, a la ICHD-IIIB, dins de l'apartat
que inclou les complicacions de la migranya, existeix una
entitat definida per les convulsions epiléptiques desenca-
denades per la migranya amb aura. Aquest subtipus de
migranya es caracteritza pel desenvolupament de crisis
epileptiques en pacients amb migranya amb aura durant
o fins una hora després d'haver patit una crisi de migranya
amb aura. Aquest fenomen s'anomena amb el terme de
“Migralépsia” (Sances et al., 2009). Un altre lligam que
uneix la migranya i Uepilepsia és el tractament preventiu
utilitzat en ambdues malalties. Pel que fa a U'epilépsia, s’han
descrit varis mecanismes epigeneétics involucrats en el seu
desenvolupament; tant mecanismes que regulen l'accio
de factors transcripcionals, com mecanismes involucrats
en la metilacio de ADN, en la modificacio d’histones i en
laccié de microARNs (Hwang et al., 2013). En una publi-
cacio recent, es va realitzar un estudi de metilacié a nivell
genomic en un model de status epilepticus en ratoli on es
va veure que les crisis epiléptiques induien l'alteracio6 de
la metilacié de TADN en més de 300 gens (Miller-Delaney
et al., 2012).

També sdn interessants els estudis que relacionen el dolor
amb unaincorrecta regulacid d'algun dels mecanismes epi-
genetics (Stone and Szyf, 2013). Per exemple, en un estudi
esva relacionar el dolor cronic d’esquena amb la metilacid
del promotor del gen SPARC en els discs intervertebrals
(Tajerian et al., 2011). També recentment s’ha publicat un
estudi on es demostra que diferents tractaments inhibidors
de lacetilacié d'histones regulen alguns dels simptomes
d’'un model experimental de dolor neuropatic (Matsushita
et al.,, 2013).
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F. LEPIGENETICA | LA MIGRANYA

Existeixen diferents fets que podrien indicar el paper dels
mecanismes epigenétics en el desenvolupament de la

susceptibilitat a patir migranya.

D’una banda, 'associacid existent entre els mecanismes
epigenetics i d'altres malalties neurologiques, com per
exemple Uepilépsia, i el dolor fan pensar que probablement
també tinguin un paper en el desenvolupament de la mi-
granya o bé en la susceptibilitat de patir-la.

D’altra banda, el fet que Uheretabilitat de la migranya
s’hagi establert, aproximadament, en un 50%. Aixo indica
que la meitat del risc de ser migranyds és atribuible a la
genetica i l'altra meitat és atribuible als factors ambien-
tals. Els mecanismes epigenétics estan implicats en la
modulacid dels efectes d’aquests factors ambientals. De
fet, recentment s’ha publicat una revisié on es remarca el
possible paper que tenen els mecanismes epigenétics en
la migranya (Eising et al., 2013a), el qual queda resumit a
la figura 12. D’una banda s’indica que alguns dels factors
externs que regulen la susceptibilitat de patir una migranya
estan relacionats amb l'accié de diferents mecanismes epi-
genétics. En sén un exemple els estrogens, els quals estan
estretament lligats a la fisiopatologia de la migranya i alhora
s’ha vist que regulen U'expressié de varis gens modificant
la metilacié dels seus promotors (Green and Han, 2011).
També lestres, que és un modulador de la freqliencia de
les crisis migranyoses, és un sistema que esta involucrat
en la metilacié dels promotors de diferents gens (Hunter,
2012]). També es remarca que alguns dels gens que s'han
associat a migranya mitjancant estudis d'associacio a nivell
genomic (GWAS] estan involucrats en diferents mecanismes
epigenétics, com per exemple el gen MTHFR, el qual és
necessari per la metilacié de UADN (Schurks et al., 2010); i
el gen MEF2D, el qual dirigeix les metiltranferases cap als

gens que s’han de metilar (Freilinger et al., 2012).
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Figura 12. Efecte de l'epigenetica en la migranya. Diferents factors
com son les hormones, lestres, lactivitat neuronal i la inflamacio
poden afectar directa o indirectament en lexpressio de gens
involucrats en la migranya. Figura adaptada de (Eising et al., 2013a).

Actualment només existeix un estudi que relacioni la mi-
granya amb lepigenética, el qual ha estat publicat molt
recentment (Labruijere et al., 2014). En aquest estudi es fa
una primera analisi en un model de rata on es compara la
metilacid de gens que probablement estan involucrats en
la generacio de les crisis migranyoses i que possiblement
estan regulats per mecanismes epigenétics en diferents tei-
xits relacionats amb la fisiopatologia de la migranya. També
s'analitza l'efecte de l'estradiol en la metilacié d'aquests
gens. Finalment, es compara la metilacié dels mateixos
gens en leucocits obtinguts de rata i d'una cohort de dones
sanes. Els resultats d'aquest estudi permeten concloure
que la metilacid dels gens estudiats és variable, depenent
de teixit i que els resultats obtinguts en leucocits no poden
ésser extrapolats a d’'altres teixits. També s’ha vist que
existeix una gran concordanca entre la metilacié de LADN
en leucocits de rata i d’humans, suggerint que els models
de rata son utils per tal d’estudiar la metilacié de LADN, ja
que els resultats poden ser extrapolables als obtinguts en
teixits humans. En relacio a U'efecte de l'estradiol, no es va

trobar cap diferéncia en la metilacid dels gens estudiats.
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OBJECTIUS

Lobjectiu principal d'aquesta tesi ha estat aprofundir en el
coneixement genetic i/o epigenétic dels trastorns neurolo-

gics paroxistics tant pediatrics com de Uadult.

Per assolir aquest objectiu principal es van marcar els

seglients objectius especifics:

1. Sequenciar gens candidats en 5 trastorns neuro-
logics paroxistics: el torticoli paroxistic benigne
del lactant, lhemiplegia alternant de la infancia, la
discinesia paroxistica cinesigénica, la sindrome de
la deficiencia del transportador de glucosa GLUT1

i la migranya hemiplégica.

2. Sequenciar l'exoma en un individu afecte de mi-
granya hemiplégica familiar, en combinacié amb
lainformacié obtinguda d’una analisi de lligament

a nivell genomic.

3. Estudiar les variants polimorfiques implicades
en la migranya sense aura mitjancant un estudi

d'associacio a nivell genomic.

4. Determinar la implicacié de U'epigenética en un
model animal de depressié cortical propagada, el

correlat preclinic de l'aura migranyosa.
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RESULTATS

1. SEQUENCIACIO DE GENS
CANDIDATS EN TRASTORNS
NEUROLOGICS PAROXISTICS

En aquest apartat es presenten 6 estudis on s’analitzen les
bases genetiques de 5 trastorns neurologics paroxistics.
La metodologia utilitzada ha estat la mateixa en els cinc
estudis, ja que tots ells es basen en la seqiienciacio de
gens candidats en una familia d'individus afectes o bé en

una cohort de pacients.

En els casos on els resultats s"han publicat en forma d'ar-
ticle cientific, es presenta un resum dels resultats i larticle
publicat. En els casos on els resultats no s’han publicat,
es presenta un resum dels resultats i, a més a més, es
detallen els objectius, els materials i metodes i els resul-
tats de l'estudi.

En el primer estudi (Article 1) es presenten dos casos d'una
mateixa familia de torticoli paroxistic benigne del lactant
associat a mutacions al gen CACNATA.

En el segon estudi (Article 2] s'analitza una cohort de 10
pacients d’hemiplegia alternant de la infancia, associada
a mutacions en el gen ATPTAS.

En el tercer estudi (Annex 1) s’estudien les mutacions del
gen PRRT2 en una cohort de pacients de discinésia parox-
istica cinesigenica.

En el quart estudi (Annex 2) s’estudien les mutacions mit-
jancant seqlienciacié i MLPA del gen SLC2A1 en una cohort
de pacients del sindrome de la deficiéncia del transportador
de glucosa GLUT1.
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Enelcinquéiel sisé estudi (Annex 3 i 4) es realitza un cri-
bratge mutacional en una cohort de pacients de migranya
hemiplégica. L'annex 3 es correspon amb un article publicat
on s'analitzen els gens associats a migranya hemiplégica
tipus 1 (gen CACNATA) itipus 2 (gen ATP1A2). Al'annex 4 es
presenta un estudi del gen associat a migranya hemiplegica
tipus 3 (gen SCN1A] en la mateixa cohort de pacients.
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A. ARTICLE 1

UNA MUTACIO DE PERDUA DE FUNCIO EN EL GEN CACNATA
CAUSA TORTICOLI PAROXISTIC BENIGNE DEL LACTANT

RESUM

El torticoli paroxistic benigne del lactant (TPBL) és un
trastorn paroxistic rar caracteritzat per episodis recur-
rents d'inclinacio del cap cap a un costat acompanyats
de simptomes generals que remeten espontaniament.
En alguna ocasid s'ha descrit a la literatura 'associacio
entre les mutacions de guany de funcié del gen CACNATA
i el TPBL, igual que en la migranya hemiplégica. En aquest
estudi es presenten 2 pacients nous de TPBL, pertanyents
a la mateixa familia, portadors de la mutacié p.Glu533Lys
al gen CACNATA. Lanalisi funcional indica que aquesta
mutaci6 provoca una perdua de la funcio del canal degut
a una afectacié en l'obertura d’aquest. Els nostres resul-
tats suggereixen que el TPBL, una sindrome periodica
normalment considerada com a precursor de la migranya,
constitueix una manifestacid especifica de 'edat pediatrica
d'una activitat defectuosa del canal de calci neuronal.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history; Benign paroxysmal torticollis of infancy (BPTI) is a rare paroxysmal disorder characterized
Received 19 April 2013 by recurrent episodes of head dlt and accompanying general symptoms which remit
Received in revised form spontaneausly, The rare association with gain-of-function CACNALA mutations, similar to
725 November 2013 hemiplegic migraine, has been reported. We report here two new BPTI patients from the
Accepted 23 December 3013 same family carrying a heterozygous mutation in the CACHNALA gene leading to the change
p.Glus33lys. Functional analysis revealed that this mutation induces a less of channel
Keywords: function due to impaired gating by voltage and much lower current density. Our data
Benign parcocysmal torticollis of in- sugpest that BFT], a perisdic syndrome commaonly considered a migraine precursor, con-
fancy stitubes an ape-specific mankfestation of defective neuronal calcium channel activity
CACMNALA © 2014 European Paediatric Neurclogy Society. Published by Elsevier Ltd. All rights
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1. Introduction

head dlt to one side and variable behavioral and autonomic
changes. Attacks start during infaney, last minutes to days

and usually recur monthly. They are accompanied by one or

Benign paroxysmal torticollis of mfancy (BFTI) 15 & rare
paroxysmal disorder characterized by recurrent episodes of

more of the following signs: pallor, irritability, malaise,
vomiting and ataxia. Meurological examination between
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Fig. 1 — A) Pedigree of the family with the electropherograms showing the mutated or the wild-type residue in CACNALA,
White symbols indicate healthy individuals, black BPT1 and grey epilepsy. E-C) Current traces illustrating voltage-dependence
and activation kinetics (r..) of WT (left) and p.Glu533Lys (center) Cay2.1 channels, in response to 20 ms voltage pulses. Dotted
lines in the current traces indicate the zero current level. Current density -voltage relationships are shown in the right panels
(B: for channels containing the flz, subunit; C: for channels containing the |3 subunit), ) Normalized -V curves for WT (open
symbols) and p.Glus33Lys (closed symbols) Cay2.1 channels expressed in HEK293 cells. A modified Boltzmann equation was
fitted to normalized current-voltage (I-V) to obtain the voltage dependence of activation for each Cay2.1 channel (indicated by
Vi, we valuesk | = Gruae{V — Vi [1 + wxp{— [V — Vi sedRac). Vi, se values were (in mV): Wz, (0, n = 10) B.8 £ 1.1;
p.GluS33lysf,, (@, n = 11) 14.52 0.7, WTi, (4, n = 9) 7.1 £ 0.8; p.GluS33Lyaf; (&, n = 8)17.3 £ 0.9. E) Average r.; of WT [open
symbaols) and p.Glus33Lys channels (closed symbeols) at the indicated voltages. The presence of either the regulatory [l
subunit or the fi, subunit is indicated at each panel. Data are presented as the means + 5.E.M. Statistical tests included
Student’s t test or Mann-Whitney test, as appropriate. Differences were considered significant if P < 0.05.
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episodes is normal. It usually improves by age 2 years and
tends to resolve by age 3-5, often evolving into benign
paroxysmal vertigo (BPV)' or migraine with aura (MA).

There is some clinical and genetic evidence pointing to this
childhood periedic syndrome as one of the infantile migraine
precursors. Clinically, it is a paroxysmal disorder with
accompanying signs similar to some of the non-headache
features of migraine. Genetically, it has been cccasionally
assoriated with mutations in CACNALA, a gene that encodes
the ion-conducting pore and veoltage-sensing o subunit of the
neuronal Cay2.1 (FfQ-type) calcium channel and that has been
linked vo familial hemiplegic migraine (FHM].

We report a new case of this clinical-genetic association
and provide functional evidence that the mutation is indeed
disease-causing.

2 Case study

A Iyear-old boy was referred with a history of recurrent epi-
sodes of torticollis starting at the age of 9 months and occur-
rng twice per menth ever since. He expeérdenced acute
episodes of lateral flexion of neck, with ipsilateral flexion of
the trunk and ataxia, and no useful ipsilateral hand mowve-
ment. During the episodes, which lasted no lenger than
5 min and were relieved by sleep, the patient became irritable,
unsteady, aphasic and held onto his mother. No nystagmus or
loss of consciousness were recorded. After age 2 years the
patient appeared drowsy and apathetic during the episodes.
His psychomotor development and interictal examination are
normal. No pharmacological treatment was attempted due to
the low frequency of the attacks at the age of referral. Her 10-
year-ald sister had experienced similar attacks between apges
13 months and 3 years. They occurred monthly and lasted
frem 30 min to 24 h and some reportedly associated upgaze
deviation and severe global hypotonia. Treatment with car-
bamazepine worsened them. Her EEG and RBM were normal.
Mo overt migraine attacks have developed.

Peripheral blood samples were collected from bath pa-
tients, parents and an epileptic aunt. Genomic DNA was iso-
lated using a standard salting-out method. Promater, all exons
and flanking intronic regions of CACNAIA were amplified by
PCR, purified and sequenced using BigDye Terminator cycle
sequencing kit v2.1 and the automated sequencer ABl PRISM
3730 DMA Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
Copy Number Variant (CNV]) studies for CACNATA were per-
formed by Multiplex Ligation-Dependent Frobe Amplification
{MLPA} using the SALSA MLPA kit P279-A2 [MRC-Holland,
Amsterdam, the Netherlands) and Quantitative Multiplex PCR
of Short Fluorescent Fragments (QMPSF) using four sets of
primer pairs that covered 16 additional exons (details avail-
able upon request).

A heterozygous G to A transition at cDNA position 15597
{£.1557C > A, reference sequence GeneBank NMM_023035) was
found in beth patients and their asymptomatic mother, but
not in their father nor their aunt (Fig. 1A). This mutation re-
sults in & substitution of glutamate for lysine at residue 533
{p.Glu533Lys). Such residue is located at the second voltage
sensor domain (VSD) of the Cay2.1 channel and it has been
suggested to necessarily contribute to the energy pathway

required for the movement of the voltage sensor to gate the
channel. No CNV was found.

Cay2.1l wild-type (WT) and p.Glu533Lys (ES33K) mutant
human channels were heterologously expressed in HEKI93
cells and analyzed using the whole-cell patch clamp tech-
nigue as previously described.” We observed a significant
decrease in maximum cuwrent density in the mutant
p.Glus33Lys compared to WT P/Q channels containing func-
tionally different regulatory f subunits {in channels contain-
ing the fy, subunit: from =549 = 146 pAPF (n = 10) to
—92 + 1.6 pA/pF (n = 11), P < 0.01 {Fig. 1B); in channels con-
taining the Bs subunit: from -87.6 £ 24.5 pA/pF (n = 9} to
-8.3 £ 1.9 pASpF (n = B), P < 0.001 {Fig. 1C}). The potential for
half-maximal activation (Vs s) was also significantly shif-
ted to depolarized potentinls for p.GluS33lys channels
(by ~ &mV for channels containing the ps, subunit (P < 0.001)
and by =10 mV for channels containing the By subunit
(P < 0.0001)). Consistently, the maximum current amplitude
was elicited by depolarizing pulses to +20/+15 mV or +25 mV
for WT or p.Glu533Lys channels, respectively (Fizg. 1D}
Furthermore, activation kimetics of p.Glus33lys mutant
channels were also right shifted (by ~5 mV for channels
containing the fy, subunit and by ~ 10 mV for channels con-
taining the [ subunit when compared to WT channels)

(Fig. 1E).

3. Discussion

We have described the unusual instance of two sibs with BFTI
carrying a loss-of-function mutation in CACNAlA. This
cbservation adds to previous evidence suggesting that BFT]
can be an early manifestation of a calcium neuronal
channelopathy.

Because of the accompanying general symptoms, complete
recovery between attacks, development of migraine or other
related syndromes at follow-up, and the presence of family
history of migraine, BFTI iz often considered a childhood
migraine precursor or equivalent. In fact, three previous re-
ports have identified mutations in CACNALA in patients™ or
in relatives of patients® with BPTL Here we report the CAC-
NALA p.Glu533Lys mutation in two siblings affected with BFT]
and their presumably asymptomatic mother. The latter might
have displayed reduced penetrance or have suffered the same
symptoms in infancy, but without being cause of concern.

This is the fourth mutation that links this syndrome to the
n subunit of the neuronal Cay2.1 channel, encoded by the
CACNALA gene. The first mutation (p. Tyr1854") was found in a
EPTI patient from a kindred with FHM and episodic ataxia
type-2 (EA-2)." The patient was described as having attacks
from six weeks of age, starting with tilting of the head, head
turning to the left for 15—30 min, followed by vomiting and
unsteadiness of gait, and lasting 1-3 days. The second mu-
tation (p.Tyr1245Cys) was found and functionally character-
ized by our group in the clinical context of neonatal BFTI that
evolved with aging, first into BPV and then into HM.” The third
one (p.GIn736") was found in a BPTI patient from a kindred
with paroxysmal tonic upgaze and EA” The patient was
described as having attacks from 16 months of age, starting
with head tlting, accompanied by unsteadiness, moaning,
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sweating and sometimes vomiting, and lasting for ocne to
several hours.

The results of our functional studies of the p.Glus3ilys
mutation on Cay2,1 channels expressed in HEKI93 cells show
that this mutation induces a loss of channel function due to
an impaired gating by voltage and much lower current den-
sity. The later effect might be due to a reduction in the traffic
of FQ channels to the plasma membrane, as sugpested for
other EA-2 mutation (p.Glul47Llys) affecting a glutamate
residue placed at a similar pesition but on the first V5D of the
Cay21 channel. The p.TyriB54° was analyzed in vitro else-
where showing also a loss-of-function of the mutant chan-
nel. Moregver, the premature stop codon can lead o
nonsense-mediated RNA decay (NMD) of the resulting tran-
sCripts, a process that, if triggered, would induce a loss-of-
function due to haploinsufficiency. The p.Gln736" mutation
has not been functionally studied, but the early position of
the resulting premature stop codon made the authors sup-
pose it would lead to NMD of the mutated transcripts and
therefore to haploinsufficiency of the CACNAIA protein
These mutations all lead to a loss-of-function of the channel,
However, our functional analysis of the p. Tyr1245Cys muta-
tion showed a clear gain of function due to improved channel
activation by voltage and decreased direct channel inhibition
by G-proteins.”

Thus, the p.Glu533Lys mutation identified in our family
and the two previously described mutations with premature
stop codon (p.Tyr1854° and p.Gin?36%, all induce a loss-of-
function of the calcium channel, the most common func-
tional correlate of mutations causing EA-2 Indeed, the
p.Glus33Lys mutation has been previcusly found in a EA-2
patient and her affected relatives.” Her spells started at age
12, lasted about 20 min and were sometimes precipitated by
stress and preceded by headache.

Mutations in the CACNA1A gene have been now asso-
ciated with a wide variety of paroxystic syndromes,
including EA-2, FHM, BPTI, other childhood periodic syn-
dromes and a variant of alternating hemiplegia of child-
hood (AHC).

On the basis of its associaton with loss-of-function CAC-
NALA mutations, as in the cases reported here, or with CAC-
NAlA haploinsufficdency, we hypothesize that BFTI may
represent an age-specific, early manifestation of defective

neuronal calcium channel activity.
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ANALISI CLINICA | GENETICA DE LU'HEMIPLEGIA ALTER-
NANT DE LA INFANCIA EN 10 PACIENTS DEL SUD D’EU-
ROPA

RESUM

Lhemiplégia alternant de la infancia (HAI) és un trastorn rar
del neurodesenvolupament caracteritzat per la preséncia
de crisis hemiplegiques i d’altres manifestacions paroxis-
tiques i no paroxistiques que comporten un empitjorament
neurologic progressiu. S’han identificat mutacions de novo
en el 80% dels pacients. La HAl també ha estat associada a
mutacions rares en d'altres gens involucrats en trastorns

neurologics episodics.

L'objectiu d’aquest estudi es va centrar en identificar muta-
cions enels gens ATPT1A3,CACNATA, ATP1A2, SCN1A i SLC2A1
en una cohort de 10 pacients no emparentats d'Espanya i
Grecia que compleixen els criteris establerts pel diagnostic
de la HAL

Els 5 gens van ser amplificats mitjancant PCR i van ser
seqlienciats mitjancant seqiienciacié Sanger. Es va fer una
analisi de la variaci6 en el nombre de copies dels gens SL-
C2AT1i CACNATA mitjcancant dues aproximacions diferents.

Es van identificar 3 mutacions de canvi de sentit en el
gen ATPTA3 en 5 dels pacients. Les 3 mutacions havien
estat préviament descrites (p.Asp801Asn, p.Glu815Lys i
p.Gly947Arg), es trobaven en heterozigosi i eren de novo.
Els pacients portadors de les mutacions presentaven una
edat d'inici de la HAI més primerenca en comparacio als
no portadors. El retard mental era més greu en el cas de
la mutacid p.Glu815Lys. Un dels portadors de la mutacid
p.Gly947Arg també era portador de la variant p.Ala454Thr al
gen CACNATA, la qual havia estat heretada pervia materna.
Un aspecte de rellevancia clinica va ser la bona resposta
en 3 dels pacients a laplicacio de la dieta cetogénica. No
es van trobar mutacions en els altres gens sequenciats.

\4

71

Aquest estudi confirma la presencia de mutacions en el
gen ATP1A3 en la meitat dels pacients de HAI analitzats.
Caldria realitzar més estudis genetics en d'altres cohorts
de pacients de HAI per tal d’investigar la presencia de
grans reordenaments cromosomics al gen ATPTA3 o bé
considerar que existeix una heterogeneitat genética més
elevada del que es pensava inicialment.
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ABSTRACT

Alternating hemiplegia of childhood [AHC ) is a rare nevrodevelopmental disorder featuning attacks of hemiplegia
and other paroxysmal and non-pasosysmal manifestations lesding o progressive neurological impaimment. De
novo mutations in ATPIAT have boen identified in up to 80% of patients. AHC is alse associated with rare muta-
tions in other genes invobved in episodic neumlogical disorders.

We sought to find mutatsons in ATPIAL, CACNA PAATPLAZ, SCN A and SLE2AT ina cohort of ten unrelated patients
from Spain arl Greece,

All patients fulfilled AHC diagnostic cmtenia. All ve genes werne amplified by PCR and Sanger sequenced. Copy
numbser varation (CHY) analysis of SLE2AT and CACNA LA was perfiormed wsing two different approaches.

We identified three previousty described heteroeygous missense ATPIAT mutations | pAspE01Asn, Gl 15Lys
and p.Chy9d7Am) in five patients. No discase-causing mutations were found in the remaining genes, All muta-
tions cocumed de pevo; carmiers presented on average earlier than non-carriers. Intellectual disability was more
severe with the pGluB15Lys varant. A pGlyS4TArg carrier harbored 2 maternally-inherited CACNATA
pAlad54Thr variant. Of note, three of our patients exhibited remarkable dinical responses to the ketogenic dict.
We confirmed ATPIAZ mutations in half of our patienis. Further AHC genetic studies will need Eo imeestigate large

rearrangements in ATPIAS or conskder greater genefic heterogensity than previmsly suspecied.

1. Introduction

Alternating hemiplegia of childhood {AHC) is a complex and rare
neursdevelopmental syndrome that was first described by Verret and
Steele in 1971 [1] It i= characterized by (i) onset of paroxysmal events
before 18 menths of age, (i} repeated periods of hemiplegia involving
either side of the body lasting from a feww minutes (o several days caused
by various factors including emotional triggers, head trauma and fa-
tigue, (i} episodes of bilateral hemiplegia or quadriplegia of varving in-
temsity, {iv] other paroxysmal manifestations incleding tonic and
dystonic episodes, ocular abnormal movements | mystagmus, strabis-
mus] and/or autonomic disturbances occurring during hemiplegic

* Corresponding author at: Grup de Recerca en Meurologa Pedidtrica, Edifia
Mediterrinia, Instituf de Recerca Vall dHebron Passeig Vall d'Hebron 119129, 03035
Barcelona, Spain. Tel.: + 34 934805000; (a4 34 93000100

E-manil adiiriss: amadaya@vhobronnet (& Macaya ),

herpddolorg 10,1016/ jns. 2014 06014
O Z-310%,0 2004 Elsevier BY. All rghts resenal.

0 2004 Elsevier BY, All rights reserved

bouts or in isolation, (v)] disappearance of all abnormalities by sleep,
with probable recurrence of long-lasting bouts after waking, and [vi)
nonparcecysmal neurclogical abnormalities including developmental
delay, choreoathetosis, dystonia and/or ataxia [ 23]

Analysis of whole exome sequencng in 16 proband-parent trios and
whole genome sequencing in another two bed to establish AHC as a ge-
netic disorder caused by mutations in ATPIAZ, encoding the neurcnal
crg-subunit of the Ma™ /K -ATPase pump [4-6). Subsequent molecular
analysis in 143 additional AHC patients revealed the presence of muta-
tions in 112 of them [4-8]; the negative results in approximately 20% of
patienits may indicate some degree of genetic heterogeneity in AHC, In
fact, some reports have linked AHC, or a very similar phenotype, to mu-
tations in three genes encoding fonic channels or solute carriers
expressed in the central nervous system: CACNA LA [9], ATPIAZ [10.11]
and SLCZAT [12]

In the present study, we sought to determine whether mutations in
ATPIAZ or in any of the three genes imvalved in familial hemiplegic
migraine [ FHM]), CACONATA, ATPIAZ and SCN 1A or in glucose transporter

Please cite this article as: Vila-Pueyo M. et al, Clinical and genetic analysis in alternating hemiplegia of childhood: Ten new patients from Southern
Europe, ] Neurol Sci (2014), hitp://dx.doiorg/10.1016/j.jns.2014.06.014
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type 1 deficiency syndrome ( GLUT 105 ), SLC2AT, were linked to AHC in a
cohort of 10 unrelated patients from Spain and Greece.

2. Subjects

Ten sporadic AHC patients who clinically fulfilled the previously de-
scribed criteria for the disorder | 2,3] were recruited by neurclogists a
four Spanish or Greek centers. After obtaining informed consent from
all patient parents or custodians, blood samples were collected and ge-
nomic DNA was extracted following standard procedures [13]. The
study was approved by the local Ethics Committee at Vall d'Hebron Uni-
versity Hospital, Barcelona.

3. Methods
3.1, Mumtion screening

All prometers, exons and flanking intronic regions of ATPIAS,
CACNATA, ATPIAZ and SLC2AL genes and the five FHM-associated
SCNIA exons (number 6, 17, 23, 24 and 26) and flanking intronic
regions were amplified by PCR in all the patients (details available
upon request ). Purified PCR products were sequenced using the BigDye
Terminator cycle sequencing kit v3.1 and the automated sequencer ABI
PRISM 3730 DNA Analyzer [ Applied Biosystems, Foster City, CAL LISA).
All mutations were assessed by bidirectional sequencing. Inheritance
of mutations was determined after sequencing the parents of all muta-
tien carriers,

Mutation nomenclature follows HOVS suidelines [ www, hgvs.org/
mutnomen ) and refers to the ATPIAZ cDNA sequence NM_152296.4
[protein sequence NP_G89509.1) and to the CACNATA cDNA sequence
NM_023035.2 { protein sequence NP_0T5461,2) with + 1 correspond-
ing to A of the ATG translation initiation codons.

3.2, Copy number variant analysis

Copy numbser variation { CNV) studies for SLEZAT and CACNA 1A were
performed. For SLOC2A1 we analyzed all exons with the Multiplex
Ligation-Dependent Probe Amplification (MLPA) assay by using the
SALSA MLPA kit P138 for SLC2AI (MRC-Holland, Amsterdam, the
Netherlands), For CACNA A we used two complementary approaches
o maximize gene coverage: MLPA and Quantitative Multiplex PCR of
Short Fluorescent Fragments {QMPSF). For the MLPA assay we used
the SALSA MLPA kit P279-A2 for CACNATA {MRC-Holland, Amsterdam,
the Netherlands) and for QMPSF we used four sets of primer pairs that
covered 16 additional exons not included in the MLP kit (experimental
details and primer sequences available upon request).

4, Results
4.1, Clinical data

The main clinkcal features of the ten patients (5 females) are summma-
rized in Table 1,

Briefly. all patients were from Southern Europe, seven from Spain
and three from Greece. The age of onset varied from 0 to 18 months;
present age is comprised between 6 and 36 years. Attacks lasted mi-
mutes to days with a daily to every two months frequency and feamred
iypical motor signs incleding unilateral or bilateral paresis, hypotonia,
dystonia, risidity, ataxia, nystagmus orather abnormal eye movements,
dysphagia. hand posturing and postictal drowsiness. Other Mrequently
reponted parccysmal events included epileptic seizures, cyclic vomiting
and migraine with aura. Over a 6-16 year follow-up period, 9/10 pa-
tients have developed different degrees of intellectual deterioration,
maostly moderate to severe, and other signs of chronic, progressive neu-
rological dysfunction, such as ataxia, dysarthria, spasticity, hypotonia,

hypertonia, dyskinesia, tremor and pyramidal signs. Microcephaly oc-
curred in only one patient.

All patients had MRI studies, which were all normal except for pa-
tient & who displayed subtle bihemispheric white matter lesions. All pa-
tients showed no abnormalities on seral EEGs.

MNone of the patients had familial history of AHC, however six had fa-
milial history of migraine, one of a non-classified neurodegenerative
disorder, one of vertigo and one of epilepsy.

Used treatments included prophylaxis with flunanizine, which often
provided some degree of improvement n severity and Mmequency of at-
tacks, or topiramate, Interestingly, in three patents the number and se-
verity of attacks were markedly reduced upon institution of the
ketogenic diet (KDY, Patient 1 was treated for one year with KD, at age
11. She had been on flunarizing since age 3 with no clear benefit. The
frequency of her dystonic attacks while on KD decreased from one per
week to one every three weeks, approximately. A more dramatic im-
provement was recorded in her behavioral status. Both her psychologist
and caregivers descnibed frank improvement in her school performance
and resolution of mood swings and sociability problems. Because of
cost-effectiveness issues the family decided to stop the treatment. Pa-
tients 4 and 5 were mreared with flunarizine since the disease started
with poor response. Benzodiazepines were used to take them quickly
to sheep and shorten the atacks: in patient 5 rectal diazepam reduced
the duration of her attacks from 2 to 3 days to 4-5 h. but frequency
{1=Z a week ) remalned unchanged: in the case of patient 4 clonazepan
in his oral mucosa reduced the attacks to 3-4 h instead of 1-2 days, but
their number did albo not decrease. [n both of them KD brought about 3
ceszation of the hemiplegic attacks. In addition, and according to
teachers and caregivers, there were improvements in their motor clum-
siness, mood, attention and, though not quantified, global cognitive
functions. Of note, patient 5, a 6 year-ald girl, has suffered no further at-
tacks since she was put on the diet at age 4.

4.2, Mutarion screeTing

The extensive sequencing of the ATPIAZ gene in ten subjects with
AHC allowed the identification of three previously reported changes in
five unrelated patients, We identified a G-to-A mansition at cONA posi-
tion ¢ 2401, resulting in the substitution of an aspartic acid for an aspar-
agine at residue 801 [ pAsp301Asn ), in patient 1; a G-to-A transition at
cDNA position ¢.2443, resulting in the substitution of a glutamic acid for
a lysine at residue 815 (pGlus150ys), in patient 2; and a G=[o-A (ransi-
tion at cOMA position c.2839, resulting in the substitution of a glycine for
an arginine at residwe 947 (p.Gly347 Arg ), in patients 3, 4 and 5 {Fig. 1).
All mutatons were heteronygous and were confirmed to be de nove, ex-
cept in patient 1 whose parental DNA was not available, However, the
variant found in this patient has been previously associated with AHC
in the literature.

A distinctive clinical feature of ATPIAS-positive vs ATPIA3-negative
patients was an earlier onset of sympioms in the former group [average
age of onset: 4.8 vs 13.4 mo).

Moreover, direct sequencing of CACNAIA gene revealed a heterozy-
gous G-to-A rransition at cDNA position 1360 (¢.13600>A) in patient
5, who also bore an ATPIAZ change, and in her asymplomatic mother.
This mutation resulis in the substitution of alanine for threonine at res-
idue 454 (p.Alad54Thr) and Is assessed as probably damaging by the
prediction tool PolyPhen-2 v2.2.2 (score = 1). All mutations are listed
in Table 2,

Mo mutations in ATPIAZ. SCNIA and SLE2AT genes nor copy number
variants in SLC2A T or CACNAIA were found in the ten patients screened.

5. Discussion
We have identified three mutations in the ATPIAZ gene in five out of

ten AHC patients from Spain and Greece. ATPIAZ encodes the alpha-3
catalytic subanit of te Na* /K" ATPase pump. Na* /K" ATPases maintain

Europe, | Neurol 5ci (2014), 0.1016/jns.2014.06.014
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Fig. 1. Elecirophe pog rams of ATFIAZ changes found kn AHC patients and diagram of the ATFI A3 protein irddicating the: possthons of the mutations. Three ATFAT matations wene Sound in
five AHC patients, Mutations pAspRO ] Asn and pGhydd Tang are locared within transmembrane domasns M and ME, respoctively, and pGlus 5Ly within ooplasmic bap MG-7,

cationic gradients essential for a number of cell membrane functions, in-
cluding muscle and nerve electrical exatabality | 13 | The ATPase alpha-3
isaform, in turn, appears to play a catical nole during high-frequency ac-
tivity. when intracellular Na™ increases. Mutations in ATP1AZ, have
been described to cause at least two phenotypes: AHC and rapsd-onset
dystonia-parkinsonism (RODPF) (DYT12), a movement disorder charac-
terized by abrupt onset of dystonia, usually accompanded by signs of
parkinsonism. A recent study proposes that the two disorders lie at
both ends of a continuous phenotypic spectrum of ATPIA3-related dis-
orders [15]. It was hypothesized that inability (o maintaln the high de-
mand for won transpon dunng and alter stressful events may relate to
the development of abnormal movements in ROPD | 14), This might be
also the case in the more severe AHC phenotype, where even small
stressful events may bring about more frequent and severe episodes, in-
cluding status epilepticus [8]. In fact, presence of epilepsy may reflect a
more profound pump dysfunction and in our series it was associated
with worse global outcome,

There is evidence that the three identified amino acid substitutions
are disease-causing: all are missense, have been previously described
in several AHC patients and appeared de move, as shown in all available
trios. The mutations identified in our cohort are also the most frequent
AHC-causing mutations in the five previous ATPIA3-screencd case
series, where pAspB0TAsn was the most frequent, followed by
PGluB150ys and pGly947Arg [4-8) In our series, p.Gly947 Arg was
the most frequently encountered mutation, All of these changes are
G A transitions located within hypermutable CpG dinucleotide se-
quences and have been only described as de nove mutations.

Recently, a Japanese study on 33 AHC cases attempted (o establish
genstype-phenotype comrelations by grouping their case series accord-
ing to the following ATPIAZ mutation types: pAsp801Asn, p.Glug15Lys
or other mutations 8] [t was suggested that the p.Glug15Lys group had
amore severe clinical course, while the pAsp801Asn group resulted ina
moderate form of AHC. Cur results, despite the smaller sample size, may
concur with these findings, since patients with the p.Gly947Arg or the
pAspED1Asn variants all had mild to mederate intellectual disability
whereas the patient bearing the pGluS15Lys varant had a severe and
global psychomotor invelvement. Conversely, patients with no muta-
tian in ATPIAZ also displayed vanable degrees of neuralogical impair-
meent, though they tended 1o present Later in life,

Compared to ours, previous genetic studies in AHC showed a higher
incidence of ATPIA3 mutations. Although we have not ruled out the
presence of ATPIAZ CNVs in our patients, data derived from the func-
tional analyses ol ATPIAZ mutations suggest that such CNVs would be
maore apt to produce a DYT12 phenotype, since DYT12-causing muta-
tions reduce protein expression, whereas AHC-causing mutations
seem o modulate pump activity [ 5,14]. Also, the possibility of additional
MAHC loci remains open, particularly considering the specific geographic
origin of the present cohodt.

Prior to the description of ATPIAZ as the major genetic cause of AHC,
genetic screenings in smaller AHC cohiorts, or single case reports, identi-
fied mutations in three genes encoding ion-channels, Le. ATPIA2 |10,
11], CACNAIA |9] or the solute carrers SLE2AT [12] and SLCTAZ |16).
The proteins encoded by three of these genes play important roles at
glutamatergic synapses: CACNAIA encodes a presynaplic neuron

Tahibe 2
Mutations fousd in fve ot of 10 patients with altermasing hemiplegia of childhood,
Patient Gonme Blutaticn
Emn  DMAKvel  Proteinbewel  inheritance Frequency in AHC patients screened For this gene (soe refs. [4-8])
1 ATPIAZ 17 C2A0NG=A PASpED LA Parental DMA urawailable A8
z ATPIAZ & CAMIE=A PGB 1 5Lys Die nowa X
3 ATPIAT k1] c26190-A  poldTAR  Denowvo BX
4 ATPIAL 21 253904 pLhEd TAg e nowo 8%
5 ATPIAT 20 C2BIDC-A  pGHMTAE  Denowo g
CACNAIA }] CIM0G=A  pALMSITHr Inherited from asymptomatc mather 172
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cakcium channel involved in glutamate neurosecretion, while ATPIA2
encodes the astrocytic ATPase isoform o involved in glutamate reup-
take: SLCIAZ, in turn, encodes the glial glutamate and aspartate trans-
porier EAAT1. Because of these previous findings and the existing
clinical overlap berween severe forms of FHM [17] and atypical AHC,
we performed sequence analysis of the three known FHM genes and
of SLC2AT, which encodes the glucose transpormer at the blood-brain
barrier. Mutations in SLC2AT are the cause of GLUTIDS, a syndrome
that shows wide phenotypic varability and shares many chinical signs
with AHC, such as delayed development, episodic eye movements, tran-
sient abnormal imvoluntary movements - including hemiparesis - and
epilepsy. Mutational analysis of these four genes did not reveal the ge-
netic cause of the disease in any of the patients that were negative in
the ATPIAZ screen. This agrees with a recent Italian study investigating
SLC2AT mutations in AHC [18). However, we identified the p.Alad54Thr
warkant in CACNA TA i patient 5 and her asymptomatic mother. This mu-
tation was first considered a polymorphic variant with a frequency of
0.02 in the control population of a genetic screen performed in FHM
and episodic ataxia patients [19]. [t was later associated with early-
onset progressive ataxia |20]. More recently, we found this mutation
in wio subjects displaying the milder phenotype in a family segregating
both FHM and migraine with aura |21 The functional in vitro analysis
concluded that this mutation reduced the secretion efficiency of the
chanmel, which prompted us to consider the pAL4SIThr mutation as
a negative modulator of the aura severity. Our patient 5 & also carrying
an ATP1A3 mutation, A possible relationship between CACNATA and
ATP A3 proteins has only been considered in a study where presymaptic
Ca®™* buffers were shown to control the strength of a fast post-tetanic
hyperpolanization mediated by the ATFIAS pump [22], This led us to
speculate that the consequences of the ATPTAZ mutation in patient 5
could be modulated by the found CACNATA varant and result in a milder
AHC phenotype. It is conceivable that the many genes regulating mem-
brane excitability are liable to act as each other's modifiers in panoxys-
mal neuralogical phenotypes and that variable expression in these
daominantly inherited disorders may relate to epistatic or other types
of gene-gene interaction.

A unique feature of three of our patients was the clinical response to
KD institution, particularly concerning the paroxysmal symptoms. This
concurs with two recent observations of KD-induced amelioration of
paroxysmal signs in two AHC patients carrying mutations in ATPIAZ,
both initially diagnesed with GLUT1DS and one of them effectively har-
boring a SLCZAT rare variant [23.24]. At present there is no clear ratio-
nale for the use of KD therapy in AHC, Use in our patients was
empincal and ocourred before molecular diagnosis was known, Instifu-
tion of the diet was decided in patbents with very frequent antacks and
lack of response to other treatments, and was based on previous obser-
vations of an AHC-like phenotype in GLUT1DS [12] and the finding of
interictal abnormal cerebral glucose metabolism in the frontal lobes, ip-
silateral putamina and cerebellum in AHC |apanese patients, as detected
by means of FDG-PET studies [25]. Whatever the mechanism, all three
patients where KD was tried underwent a substantial reduction of at-
tacks and a long-lasting resolution in one (patient 5}, only to recur
very recently in association with intense emotional stress.

Dur results confirm ATPIAZ mutations as a common cause of AHC at
both ends of the Mediterranean area, baut also raise the issue of the exis-
tence of genetic heterogeneity. Studies fecused on AHC patients who are
negative for mutations in ATPIAZ, including data mining of their
existing massive sequencing results will hopefully identify novel
genes or deep-intronic sequence variants associated with this devastar-
ing disorder.

Mote added in proof

During the processing of this article, we performed a MLPA analysis,
using the SALSA MLPA P059 Dystenia probemix (MRC Holland,

Amsterdam, The Metherlands), of samples from patients 6-10. No
ATPIAZ CNVs were detected.
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GENETICA | EPIGENETICA

DELS TRASTORNS NEUROLOGICS PAROXISTICS

C. ANNEX 1

SEQUENCIACIO DEL GEN PRRT2 EN LA DISCINESIA
PAROXISTICA CINESIGENICA

RESUM

La discinésia paroxistica cinesigénica [DPC) és un trastorn
neurologic del moviment. El seu origen genétic va ser des-
crit lany 2011 en una publicacié on es va identificar que
les mutacions en el gen PRRT2 eren la causa predominant
de la DPC.

L'objectiu d'aquest estudi es va centrar en identificar mu-
tacions en el gen PRRT2 en una cohort de 10 pacients

espanyols no emparentats diagnosticats amb DPC.

Els 3 exons del gen PRRT2 van ser amplificats mitjancant
PCRivan ser seqlienciats mitjancant seqiienciacio Sanger.

Es van trobar 3 mutacions diferents en el gen PRRT2 en 8
dels 10 pacients (incloent tots els casos familiars). Concre-
tament, es va trobar la mutacié c.649dupC en heterozigosi
en b dels pacients, la mutacié ¢.219_220delGA en hetero-
zigosi en un pacient i la mutacié c.649dupC i la mutacié

c.649delC en un altre pacient.

Es van trobar 3 mutacions diferents en el gen PRRT2 en 8
dels 10 pacients (incloent tots els casos familiars). Concre-
tament, es va trobar la mutacié c.649dupC en heterozigosi
en 5 dels pacients, la mutacié ¢.219_220delGA en hetero-
zigosi en un pacient i la mutacid c.649dupC i la mutacié
c.649delC en un altre pacient.

Aquest estudi confirma la presencia de mutacions en el
gen PRRTZ en el 80% dels casos analitzats. En aquest
cribratge s’han descrit per primera vegada tant la mutacié
€.219_220delGA com la presencia de la mutacid c.649dupC
i la mutacié c.649delC en un mateix pacient.
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OBJECTIU DE LESTUDI

La discinésia paroxistica cinesigénica [DPC) és un trastorn
neurologic del moviment caracteritzat pel desenvolupa-
ment d’episodis de moviments involuntaris provocats per
moviments voluntaris sobtats. L'any 2011 es va identificar
la causa genetica de la DPC, la qual es va relacionar amb
la presencia de mutacions en el gen PRRT2. Des de llavors
s’han publicat nombrosos estudis genétics de cohorts de
pacients de DPC, indicant que existeixen varies mutacions
patogéniques en el gen PRRT2. Aquests estudis demostren
també que existeix una mutacié molt recurrent en totes les
cohorts: la duplicacié c.649dupC. En relacid a la proteina
codificada pel gen PRRT2 se’'n desconeix la seva funcid, tot
i que se sap que es tracta d'una proteina transmembranal
que s'expressa al sistema nervids central.

Lobjectiu d’aquest treball va ser realitzar un estudi muta-
cional del gen PRRTZ en 10 pacients diagnosticats per la
DPC, 5 d’ells eren casos amb familiars afectes i els altres

5 eren casos esporadics.

\4

MATERIALS | METODES

Es va extreure ADN genomic de sang periferica dels 10 indi-
vidus afectes de DPC mitjancant la tecnica de Salting-out. A
partir de LADN genomic es van amplificar, mitjancant PCR,
els 3 exons del gen PRRT2 (incloent les regions adjacents)
i les regions 5" i 3'-UTR. Es van utilitzar els encebadors i
condicions experimentals especificats a la taula 12.

Els productes de PCR es van purificar i es van preparar
mitjancant el kit “ABI BigDye Terminator cycle v3.1" per a
procedir a la seva seqiienciacié. Les seqiiéncies obtingudes
esvan analitzar mitjancant el seqtienciador ABI PRISM 3730
DNA Analyzer (Applied Biosystems) i es van comparar amb
la sequiéncia de referéncia del gen PRRT2 (nimero d’accés
a GenBank BC011405.1).

En els casos on el cribratge mutacional va resultar positiu,
es va tornar a amplificar i seqlienciar U'exd on hi havia la
mutacié per tal de poder confirmar-la i descartar falsos
positius. A més a més, en els casos en qué es disposava
de UADN dels progenitors, aquest s’analitzava per a de-
terminar si la mutacio era de novo o si bé s’havia heretat
dels progenitors.

EX0 SEQUENCIA DE LENCEBADOR LLARGADA DEL PRODUCTE TEMPERATURA D’UNIO
(5°A3’) AMPLIFICAT (PB) (°C)
5'UTR +1 Fw -CCGCTGTCTCTGCTATTCCA 984 66
Rv -AGCTGGGAGCCACAGCAG
2+3+3UTR Fw -TCCACCTGATCCCTTCTGG 500 58

Rv -CAGGCTCCCTTGGTCCTTAG

Taula 12. Sequiéncia nucleotidica dels encebadors usats per a amplificar el gen PRRT2, llargada del producte amplificat en

parells de bases (pb) i temperatura d'unié de cada parella d’encebadors. Fw indica forward (encebador directe] i Rv reverse

(encebador invers).
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RESULTATS

Dels 10 pacients analitzats, es van trobar 3 mutacions di-
ferents en el gen PRRT2 en 8 d’ells. Concretament, es van
trobar mutacions en els 5 casos familiars, en canvi 2 dels
casos esporadics van resultar negatius per al cribratge
mutacional.

Els pacients A, B, C, Hi J presentaven la mutacié c.649dupC
en heterozigosi, la qual correspon a la mutacié mes preva-
lent associada a DPC. El pacient D presentava la mutacio
c.219_220delGA en heterozigosi, la qual no havia estat
préviament descrita. El pacient E presentava la mutacid
€.649dupC i la mutacio c.649delC, tot i que ambdues mu-

n2 1103
+.'III1 +m 1 My

-4

I -1

K WT

WT /c.649dupC
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tacions havien estat préviament descrites, aquest és el
primer cas descrit que presenta ambdues mutacions alhora.
Finalment, el pacient F presentava la mutacié c.649delC

en heterozigosi.

A la seglent figura es representen els pedigris dels 10
individus inclosos en aquest estudi i els electroferogra-
mes de les mutacions trobades. Tal i com s’especifica al
requadre de la figura, alguns dels pacients presentaven
d’altres caracteristiques cliniques, incloent U'epilépsia (tant
lainfantil com la de l'adult), el trastorn obsessivocompulsiu

i lautisme.
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Figura 13. Pedigris pertanyents als individus amb DPC seqiienciats pel gen PRRT2 i electroferogrames de les regions

genomiques que inclouen les mutacions trobades. A, B, C, D i E: pedigris dels casos familiars. F, G, H, | i J: pedigris dels casos

esporadics. K: electroferogrames de les mutacions trobades a la posicié genomica c.649; concretament la mutacio c.649dupC

[m1] en heterozigosi, la mutacio c.649delC [m2) en heterozigosi i les mutacions c.649dupC i c.649delC en heterozigosi (m1/m2).

L: electroferogrames de la mutacié trobada a la posicié ¢.219_220 (m3). EP: epilépsia, TOC: trastorn obsessivocompulsiu, WT:

sequéncia sense mutacions [de langlés wild-type).
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Alataula 13 es resumeixen els resultats de l'analisi muta-
cional dels 10 pacients de DPC inclosos en aquest estudi.
PACIENT DPC FAMILIAR MUTACI0
Trobada Exo cADN Proteina

A Si Si 1 c.649dupC p.R217PfsX8
B Si Si 1 c.649dupC p.R217PfsX8
C Si Si 1 c.649dupC p.R217PfsX8
D Si Si 1 €.219_220delGA p.E73fsX60
E Si Si 1 €.649dupC/c.649delC p.R217PfsX8 / p.R217EfsX12
F No Si 1 c.649delC p-R217EfsX12
G No No - - -
H No Si 1 €.649dupC p.R217PfsX8
| No No - - -
J No Si 1 €.649dupC p.R217PfsX8

Taula 13. Taula resum dels resultats de l'analisi mutacional dels 10 pacients de DPC.
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D. ANNEX 2

SEQUENCIACIO | ESTUDI DE VARIACIONS
EN EL NUMERO DE COPIES DEL GEN SLC2A1
EN LA SINDROME DE LA DEFICIENCIA DEL
TRANSPORTADOR DE GLUCOSA GLUT1

RESUM

La sindrome de la deficiencia del transportador de glucosa
de tipus 1 (GLUT1DS]) és una malaltia neurologica causada
per una deficiencia en el transport de glucosa a través
de la barrera hematoencefalica que ha estat relacionada
amb la presencia de mutacions en el gen SLC2A7, el qual
codifica pel transportador de glucosa situat a la barrera
hematoencefalica.

L'objectiu d’aquest estudi es va centrar en identificar muta-
cions ivariacions en el nimero de copies en el genSLC2A1
en una cohort de 5 pacients espanyols no emparentats
diagnosticats amb GLUT1DS.

Els 10 exons del gen SLC2A1 van ser amplificats mitjancant
PCRivan ser seqlienciats mitjancant seqiienciacio Sanger.
A més a més, esva fer una analisi de la variacid en el nom-
bre de copies del genSLC2AT mitjcancant la técnica MLPA.

Es van trobar mutacions de novo en 3 dels 5 pacients ana-
litzats: una mutacié puntual de canvi de sentit (c.667C>T),
una delecid de tot Uexd 1iuna microdelecid de 2 nucleotids
(c.710_711delGA).

Aquest estudi confirma la presencia de mutacions en el
gen SLC2AT en més de la meitat dels pacients de GLUT1DS
analitzats. La preséncia de delecions en 2 dels 5 pacients
analitzats indica linterés en cercar aquest tipus de muta-
cions en les cohorts de pacients de GLUT1DS.
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OBJECTIU DE LESTUDI

La sindrome de la deficiéncia del transportador de glucosa
de tipus 1 (GLUT1DS] és una malaltia neurologica causada
per una deficiencia en el transport de glucosa a través de
la barrera hematoencefalica. Aquesta sindrome ha estat
ampliament relacionada amb mutacions en el gen SLC2AT,
el qual codifica pel transportador de glucosa situat a la
barrera hematoencefalica. El tractament actual d'aques-
ta malaltia consisteix en receptar una dieta cetogenica
al pacient. Aquest tractament es basa en el fet que les
cetones tenen una via d'entrada a cervell diferent de la
glucosa: enlloc d’usar el transportador de glucosa tipus 1,
utilitzen el transportador MCT1 el qual permet l'entrada
de les cetones a cervell mitjancant difusio facilitada. Aixi
s'obté U'energia necessaria per al correcte funcionament
de l'activitat cerebral a partir de les cetones. Com abans
s'inicii la dieta cetogenica, més probabilitat hi ha que els

simptomes de la malaltia siguin més lleus.

\4

Lobjectiu d'aquest treball va ser realitzar un estudi mu-
tacional del gen SLC2AT en 5 pacients diagnosticats per la
sindrome de la deficiéncia del transportador de glucosa
de tipus 1 (GLUT1DS).

MATERIALS | METODES

Es va extreure ADN genomic de sang periferica dels 5
individus afectes de GLUT1DS mitjancant la tecnica de
Salting-out (la mateixa técnica utilitzada als articles 1 i
2). A partir de LADN genomic es van amplificar mitjancant
PCR els 10 exons del gen SLC2AT (incloent les regions
adjacents), les regions 5" i 3'-UTR i la regi6 promotora. Es
van utilitzar els encebadors i condicions experimentals

representats a la taula 14.

EX0 SEQUENCIA DE LENCEBADOR  LLARGADA DEL PRODUCTE ~ TEMPERATURA
(5°A3’) AMPLIFICAT (PB) D’UNIQ (°C)
5'UTR +1 Fw -CCTAGTGCACCGAAGTCACC 850 57.5
Rv -CTAGATCCGAAGCCCATCC
2 Fw ~CACAGAAACTTGCCAGTCCA 249 55
Rv -ACTGTGGGCATGTGTGATGT
3+4 Fw ~CAAGGGGAAAGGAAAAGGAA 991 57
Rv -GCTGCTACTCTGCCACAAGA
5+6 Fw ~GAAGCAGCAGCTGACACAAA 596 61
Rv -ACACTTGACCAGAGGGCTTG
7+8 Fw ~CCCACATCCACTGCTACAGA 516 57
Rv -TATGAAGCCCAGGCAAACTC
9 Fw -TGCTCTGGCCTCTGTAGCTT 392 57
Rv -TTCCTCCTCAGCATGATTCC
10 + 3'UTR Fw ~-TCAAAGGCCCAAAGGTAAAG 682 55

Rv -GGTCCAGCCCTACAGATTAGC

Taula 14. Sequéncia nucleotidica dels encebadors usats per a amplificar el gen SLC2A7, llargada del producte amplificat en parells de

bases (pb)i temperatura d'unié de cada parella d’encebadors. Fw indica forward (encebador directe] i Rv reverse (encebador invers).
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Els productes de PCR es van purificar i es van preparar
mitjancant el kit “ABI BigDye Terminator cycle v3.1" per a
procedir a la seva seqiienciacid. Les seqiiéncies obtingudes
es van analitzar mitjancant el seqlienciador ABI PRISM
3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems) i es van comparar
amb la seqliencia de referéncia del gen SLC2AT (nimero
d'accés a GenBank NM_006516).

En els casos on el cribratge mutacional resultava negatiu,
es va procedir a realitzar un estudi de variacions en el nu-
mero de copies (cerca d’insercions o delecions grans) del
gen mitjancant la técnica “Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification” (MLPA], la mateixa técnica utilitzada
als articles 1i 2. En aquest cas vam utilitzar els kits “SALSA
MLPA probemix P138 SLC2A1" i “SALSA MLPA EK1 reagent
kit” (MRC-HOLLAND) seguint les instruccions del fabricant.
Els resultats es van analitzar mitjancant el softwares Ge-

neMapper (Applied Biosystems) i Excel.

En els casos on el cribratge mutacional resultava positiu,
es tornava a amplificar i seqiienciar U'ex6 on hi havia la

Pac.eﬁi'npmsz ) L hee®
|Delev:4dex61| :

Figura 14. Representaci¢ del
transportador de glucosa GLUT1 i de
les mutacions trobades en 3 pacients
de GLUT1DS. Imatge adaptadada de

Pacient 444

\4

mutacio o, en els casos on es descrivien insercions o dele-
cions, es tornava a realitzar el MLPA. A més a més, també
s’analitzava LADN dels progenitors per a determinar si la

mutacio era de novo o si bé s’havia heretat dels progenitors.
RESULTATS

Dels 5 pacients analitzats, es van trobar 3 mutacions
diferents. El pacient 444 presentava la mutacié de novo
c.667C>T; la qual havia estat préviament descrita en un altre
pacient de GLUT1DS. El pacient NP0063 presentava una
delecid de novo de tot 'exo 1. El pacient NPO085 presentava
la mutacio de novo c.710_711delGA. Els pacients NP0061 i

NP0100 van resultar negatius per al cribratge mutacional.

A la seglient figura es representa el transportador de
glucosa GLUT1. En aquesta representacio, es pot veure
que consta de 12 dominis transmembranals, 7 dominis
citoplasmatics i 6 dominis extracel-lulars. En aquesta figura
també s'hi indica la posicié de les 3 mutacions trobades
en aquest estudi i els electroferogrames corresponents.

extracel-lular

Ry

P " 4

\
| i J % i '|

LG o
Urbizu et al., A novel SLC2A1 mutation

causing paroxysmal exercise-induced

dyskinesia in twin Spanish patients,

Poster presentat a European Human s [T
Genetics Conference 2009. \ AR
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mutacio ¢.710_711delGA
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v
La figura 15 inclou els resultats del MLPA del pacient
NP0063 i dels seus progenitors.
I-.......-... T o] = - THE - Figura 15. Resultats del
Ll i AR Y il BT
MLPA del gen SLC2AT del
. - - — pacient NP0063 i dels seus
[ Pacient

progenitors. Els cercles
IN POOG3 - .

l I ‘ l vermells indiquen els pics de
LY

L 1 n pacient la intensitat de la senyal

senyal corresponents a l'exd 1.

Es pot veure que en el cas del
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Alataula 15 es resumeixen els resultats de l'analisi mutaci-

onal dels 5 pacients de GLUT1DS inclosos en aquest estudi.

PACIENT SEQUENCIACIO  MLPA MUTACIO
EXO0 cADN Proteina DE NOVO
Lbb Si No 5 c.667C>T p.Arg223Trp Si
NP0061 Si Si - - - -
NP0063 Si Si Delecié ex6 1 - - Si
NP0085 Si No 6 ¢.710_711delGA  p.Val237Valfs*2 Si
NP0100 Si No - - - -

Taula 15. Taula resum dels resultats de l'analisi mutacional dels 5 pacients de GLUT1DS.
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E. ANNEX 3

CRIBRATGE GENETIC DELS GENS CACNATA |
ATP1A2 EN LA MIGRANYA HEMIPLEGICA: ESTUDIS
CLiNICS, GENETICS | FUNCIONALS

RESUM

La migranya hemiplégica (MH] és un subtipus rar i greu
de migranya amb herencia autosomica dominant, carac-
teritzada per la preséncia d'aures que presenten debilitat
motora. S’han identificat mutacions en 4 gens ([CACNATA,
ATP1A2, SCN1A i PRRT2) tant en casos familiars com es-
poradics. Aquesta malaltia pot acompanyar-se d'ataxia
permanent, crisis epileptiques, retard mental i atrofia
cerebelosa progressiva, en els casos més greus. En aquest
estudi es presenta un cribratge mutacional dels gens CAC-
NATAiTATP1A2 en 18 pacients amb MH. També es presenta
un estudi del nombre de copies del gen CACNATA realitzat

mitjancant aproximacions quantitatives.

Els resultats d'aquest estudi van permetre identificar 4
mutacions de canvi de sentit, préviament descrites,en el
gen CACNATA (p.Ser218Leu, p.Thr501Met, p.Arg583GLn i
p.Thr666Met] i 2 mutacions de canvi de sentit el gen AT-
P1A2, la mutacid p.Alab06Thr que havia estat préviament
descrita i la mutacid nova p.Glu825Lys. No es va trobar cap

variant estructural.

Aquest cribratge genetic va permetre la identificacié de més
del 30% de les variants patogeniques, totes presents en
heterozigosi. Les conseqiiéncies funcionals de la mutacio
p.Thr501Met del gen CACNATA i de la mutacid p.Glu825Lys al
gen ATP1A2 van ser analitzades mitjancant estudis electro-
fisiologics, assajos de viabilitat cel-lular o analisis Western
blot. Els resultats d'aquest estudi suggereixen que amb-
dues mutacions son les causants de la MH en els pacients

portadors d'aquestes.

\4

86

REFERENCIA

Carreno O, Corominas R, Serra SA, Sintas C, Fernan-
dez-Castillo N, Vila-Pueyo M, Toma C, Gene GG, Pons R,
Llaneza M, Sobrido MJ, Grinberg D, Valverde MA, Fernan-
dez-Fernandez JM, Macaya A, Cormand B (2013) Screening
of CACNA1TA and ATP1A2 genes in hemiplegic migraine:
clinical, genetic, and functional studies. Mol Genet Genomic
Med 1:206-222.



Molecular Genetics & Genomic Medicine

ORIGINAL ARTICLE

Screening of CACNA1TA and ATP1A2 genes in hemiplegic
migraine: clinical, genetic, and functional studies

.23

Oriel Carreno'%, Roser Corominas'**, Selma Angélica Serra®, Célia Sintas'?~,

Noélia Fernandez-Castilla™**, Marta Vila-Pueyo®, Claudio Toma'*?, Gemma G. Gené®,

Roser Pons®, Miguel Llaneza’, Maria-Jesus Sobrido®®, Daniel Grinberg'*?, Miguel Angel Valverde®,
Jose Manuel Fernandez-Fernandez®, Alfons Macaya® & Bru Cormand'-*?

'm-partmn: de Gendtica, Facultal de Bologia, Uneersitat de Barcelona, Barcelona, Span

“institut de Biomedicing de ka Universital de Barcslona J8UB), Barcelona, Spain

* antor for Biomedical Metwark Research on Rare Diseases (CBERER), Institute of Health Carlos Wi, Spain

“podiatnic Hewology Resednch Group, Vall dHebron Research Instibute, Unnariatal Autonoma de Barcelona, Barcelona, Spain
"Laboratory of Molecular Physiology and Channelopathies, Department of Experimental and Health Sciences, Universitat Pompeu Fabra,

Barcelona, Spain

“frst Department of Pediatrics, Agia Sofia Hospital, University of Athens, Athens, Greece
Tepcrion de Meurslogia, Complejo Hospitalano Arguitécto Marcide-Novoa Sanbos, Feral, Spain
“rundacsdn Publica Galega de Medicing Xenomica, Santago de Composiela, Spain

Emywords
ATPLAZ, CACMNATA, funcuonal studies,
hermplege mugraing, mutation anades

Correspondence

Bru Cormand, Departament de Gendtica,
Facultat de Bwologia, Universitat de Barcelona
Ay, Diagonal 643, 08028 Barcelona, Spain
Tel: «33-934021013; Fax: +34-934034420)
E-mail: beormand@ub.edu

Funding Infarmation

Thie work was funded by the Spamsh
Minstry of Soence and novation, the
Spaneh Mnistry of Eoonomy and
Compelitiveniss, Fondes Europeod de
Desarrolio Regional (FEDER) and Plan E
(Grants SAF2012-31089, SAFR012-33140,
BES-2010-033E35, SAFI003-13182-C03-01,
SAFZD0S-13182-C03-02, and SAFIO0S-
13182-C03-03), Fondo de Investgacicn
Sanmtana (Cardiovasculs Dmease Network
RDY2M0420014) and Generalitat di
Catalurya (grants 20095GROGT,
JOOESGROOTE and J0095GR1 36, M, ALY
and M. F-C_ are the recipients of an ICREA
Academia Award (Generalitat de Catalurya)
and & grant from "CIBER-ER,™ respectively
C. T, was supported by the European Union
(hane Cune, PIEF-GA-2009-254930)

Recernd: 28 Februady 20013, Rensed: 24 May
201 F Accepled: 24 May 2013

Molecular Genetics & Genomic Medicine
2013: 1(4k 206-222

doi: 10.1002/mgg3.24

206

Abstract

Hemiplegic migraine (HM) is a rare and severe subtype of autosomal dominam
migraine, characterized by a complex awra including some degree of motor
weakness. Mutations in four genes (CACNALA, ATPIA2, SCNIA and PRRT2)
have been detected in familial and in sporadic cases. This genctically and clini-
cally heterogeneous disorder is often accompanied by permanent ataxia, epilep-
tic seizures, mental retardation, and chronic progressive cerehellar atrophy,
Here we report 4 mutation screening in the CACNATA and ATPIA2 genes in
18 patients with HM. Furthermore, imtragenic copy number variant (CNV)
analysis was performed in CACNAIA using quantitative approaches. We identi-
fied four previously described missense CACNATA mutations (p.Ser218Leu,
pThrso ] Met, p.Arg583GIn, and p. ThréaoMet) and two missense changes in the
ATPIA2 gene, the previously described pAla60&Thr and the novel variant
pGlus25lys, No structural variants were found. This genetic screening allowed
the identification of more than 30% of the disease alleles, all present in a het-
eroxygous state. Functional comsequences of the CACNALA-p. Thr3d i Met muta-
tion, previously described only in association with episodic  ataxia, and
ATPIAZ-p.GluB25Lys, were investigated by means of electrophysiological stud-
ies, cell viability assays or Western blot analysis. Our data suggest that both
these variants are disease-causing.
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Introduction

Familial or sporadic hemiplegic migraine (FHM, MIM
#141599, or SHM) are rare subtypes of migraine with aura
{MA) characterized by paroxysmal episodes of hemiparesis
generally preceding or accompanying a headache attack
{International Headache Sociery [IHS5] X004)). FHM is
considered a monogenic disorder and follows an autoso-
mual dominant inheritance pattern (Pietrobon 2007), Bath
FHM and SHM are genetically heterogeneous disorders.,
Up to now, four causative genes have been described in
hemiplegic migraine (HMpE CACNAIA on chromosome
19p13 (FHM1, MIM £301011) (Ophoff et al. 1996),
ATPIAZ at Iq2% (FHM2, MIM #182340) (D¢ Fusco et al.
2003), SCNIA at 2q24 (FHM3, MIM #182389) (Dichgans
et al. 2005) and, recemtly, PRRT2 at M6pll2 (MIM
#614386) (Riant et al. 2002). Additionally, two other loci
hiave been repomed in FHM Gmilies a1 1g3 (Gardner
et al. 1997) and 14932 (Cuenca-Leon et al, 2009), although
the specific genetic defects have not yet been uncoverad.

Mutational screemings of MM patients have reported
more than 30 mutations in the CACNAIA gene, over 60
mutations in the ATPIA2 gene, only five in SCNIA (de
Vries et al. 2009, Riant et al. 2010a; Freilinger ot al. 2001)
and eight in PRRT2 (Cloarec et al. 200125 Dale et al. 20012;
Gardiner et al. 2012; Marini et al. 2012; Riant et al. 2012}
Additionally, a quantitative study that used multiple liga-
tion-dependent probe amplification (MLPA] identified a
deletion of exons 3947 of CACNAIA in a SHM patient
{ Labrum et al. 2009), CACNA A encodes the pore-forming
21 subunit of the voltage-gated neuronal Ca, 2.1 (PAQ-type)
channel. Ca, 2.1 channels are located in cortical glutamater-
gic presynaptic terminals and play an important role in con-
trodling neurotransmitter release. ATPIAZ encodes the «2
subunit of the Na' /K" ATPasec, is expressed in astrocytes
and is involved in the clearance of extracellular K and pro-
duection of a Ma' gradient used in the reuptake of glutamate.
SCNIA encodes the 21 subunit of the neuronal voltage-
gated sodium channel Na, 1.1, This channel is critical in the
generation and propagation of action potentials {Wessman
et al. 2007}, Finally, PRRT2 codes for a transmembrane pro-
tein of unknown function that is capable to bind to synapto-
somal-associated protein 25 (SNAP25), which suggests a
role in synaptic exocytosis (Lee et al. 2002).

The allelic heterogeneity displayed by the CACNAIA
gene also correlates with substantial clinical variation, as
mutations in this gene are also responsible for two other
autosomal dominant diseases: episodic ataxia type 2 (EAZ,
MIM =108500) and spinocerebellar maxia tvpe 6 (SCAB,
MIM #183086). The range of CACNAIA-linked phenotypes
has even been broadened by the recent descriptions of
pitients presenting with alternating hemiplegia of child-
hood (de Viries et al. 2008), acute striatal necrosis (Carreno

CACNATA and ATPIAZ Genes in Hemiplegic Migraine

et al. 20011,  hemiplegia-hemiconvulsion-epilepsy  syn-
drome (Yamazaki et al. 20011), and recurrent ischemic
stroke (Knierim et al. 20011}, Clinical variation is also scen
within the HM phenotype, a condition in which CACNA LA
may sometimes be implicated as a modifier gene rather than
a disease-causing gene (Serra et al. 2000}, Typical artacks in
HM are often associated with other aura symptoms: the
climical spectrum includes permanent cerebellar signs and,
less frequently, various types of epileptic seizures, mental
retardation, and coma. Furthermore, in approximately 5086
of FHMI/CACNAIA families, chronic progressive ataxia
occurs independently of the migraine attacks (IHS 2004
ATPIAZ has also been associated with alternating hemiple-
gia of childhood (Bassi et al. 2004). Also, the SCNIA gene
has been associated with phenotypes other than HM, as it
has been idemified as a cause of generalized epilepsy with
febrile seizures plus type 2 (GEFS+2, MIM #604403)
(Escayg et al. 2000}, severe myodlonic epilepsy in infancy
(SMEI, MIM #607208), also called Dravet syndrome
(Dravet 20011), childhood epilepsy with generalized tonic-
clonic sepures (ICEGTC, MIM #607208), familial febrile
convulsions type 3A (FEB3A, MIM #604403) {Mantegazza
et al, 2005), and elicited repetitive daily blindness (ERDB)
with HM {Vahedi et al. 2009), Finally, mutations in PRET2
have been found in a number of paroxysmal disorders,
including  paroxysmal  kinesigenic  dyskinesia  (PKD,
MIM 2128200}, infantile convulsions with PED (PEIVIC,
MIM  #602066), benign  fmilial  infantile  epilepsy
(BFIE, MIM #805751), and episodic ataxia or febrile sei-
pures, apart from HM (Wood 2012),

An the functional level, HM and EA2 mutations typi-
cally have opposite effects on the Cay2.] channels leading
to increased or decreased Ca®" influx, respectively (Pietro-
bon 2013). HM-related mutations in the ATPIA2 gene
typically produce a loss of function of the pump (de Vries
et al, 2009),

In a previous study, we analyzed 21 Spanish patients
with HM episodes and identified three mutations in the
CACNAIA genme, but no disease-causing changes in
ATPIAZ (Cuenca-Leon et al, 2008). In this study we ana-
lyzed 18 additional patients with HM of Spanish and
Greek orgin and  identified four mutations in the
CACNAIA gene and two mutations in ATPIAZ. The two
changes that had not previously been studied at the func-
tional level were subjected to functional analyses to estab-
lish their relevance 1o the disease phenotype.

Materials and Methods

Patients

All 18 patients, examined and diagnosed by specialized
neurclogists, fulfilled the International Criteria  for
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Headache Disorders 2nd edition (IHS 2004) for FHM or
SHM diagnoses except patient #157, with probable HM
but only one severe HM episode at the time of diagnosis,
Clinical characteristics of the sample are presented in
Table 1 and the pedigrees in which mutations were iden-
tified are shown in Figure 1. One hundred Caucasian
Spanish or Greek unrelated adult control individuals with
no personal or family history of recurrent or disabling
headache were screened for the presence of the changes
identified in the CACNAIA and ATPIA2 genes. The
Spanish controls were blond donors or individuals that
underwent surgery unrclated to migraine at Hospital Vall
d'Hebron (Barcelomn), whereas the Greek ones were
healthy individuals collected as controls for a mutation
screening of cystic fibrosis, This study was approved by
the local Ethics Committee and informed consent was
obtained from all adult subjects, children, and their par-
ents according to the Helsinki declaration.

Sampling and mutation screening

Peripheral blood samples were collected from all pro-
bamds, Genomic DNA was isolated using a standard salt-
ing-out method (Miller et al, 1988), The CACNAIA and
ATPIAZ genes were sequenced as previously described,
including all exons, splice sites, and branch points (Cu-
enca-Leon et al, 2008).

The promoter and ¥UTKR regions of CACNAIA were
also included in the mutational screening. We covered an
B94-bp region upstream from the initiation codon and a
553-bp segment including exon 48, as  previously
described (Veneriano et al. 2009). The extension of the
mutational screening was also applied to 18 HM patients
from our previous study (Cuenca-Leon et al. 2008). All
mutations were assessed by bidirectional sequencing. In
addition, all mutations were confirmed by restriction
fragment length polymorphism (RFLP) analysis of poly-
merase chain reaction (PCR) products (Table 2). Control
individuals were screened by Sanger sequencing, single-
strand conformation polymorphism or RFLP analysis 1o
test the possible presence of the identified changes. Muta-
tion nomenclature follows HGVS guidelines (httpa!fwww,

hgvsorg'mutnomen/recs-DNANtml)  and  refers to  the
CACNAIA  cDNA  sequence  WM_023035.1  (protein

sequence NP_075461.2), with nudeotide 2837 !EI’GJ cor-
responding to +1 and the ATPIAZ cDMNA  sequence
MM _DD0702L3 (protein sequence NP_000693.1) with nucle-
otide 1A (ATG) corresponding to the initiation codon,
Copy number variant {CNV) analysis of CACNATA was
performed using two complementary approaches in order
to cover most exons (Fig. 51): MLPA and quantitative
multiplex PCR of short fluorescent fragments (QMPSF}L
For the MLPA assay, we used the SALSA MLPA kit P279-
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A2 for CACNAIA (MRC-Holland, Amsterdam, the Neth-
erlands), and for QMPSF we wsed four sets of probes that
covered 16 additional exons not included in the MLPA
kit design. Further information about the methods and
analysis is provided in Figure 51 and PCR conditions and
sample analysis are available upon request.

Paternity was assessed in the de novo mutation identi-
fied as previously described {Carreio et al. 2011).

DNA constructs and site-directed
mutagenesis

Human mx;, (Cay2.1) was originally cloned into a pCMY
vector and mutation p. Thes0 i Met was introduced by site-
directed mutagenesis (GenScript Corporation, Piscatway,
MI). Rabbit a4 and rat Cayfiy Cag2.1 channel regulatory
subunits were subcloned into a peDNA3 expression vector,

A full-length human ATPIA2 ouabiin-resistant cONA
clone (22_oua_wt, with p.GinlléArg and p.Asnl27Asp
changes conferring  ouabain  resistance), housed  in
pcbNAZ with the mye tag, was used. Mutation c. 247364
(22 _oua_825Lys) was introduced in a x2_owa_wt clone with
the QuickChange 11 XL Site-Directed Mutagenesis Kit
(Stratagene, La Jolla, CA).

All cDNA clones used in this study were sequenced in
full 1o confirm their integrity.

Functional analysis of CACNATA
Heterologous expression and electrophysiology

HEK 293 cells were transfected using a linear polyethyle-
neimine (PEI) derivative, the polycation ExGen300 (Fer-
mentas Inc, Hamover, MDY} (8 cquivalents PEL33 ug
DNA/dish) as previously reported (Fernandez-Fernandez
et al. 2004 ). Transfection was performed using the ratio
for =, (wild type or p.Thr501Met), Cayffy, 2pb, and
EGFP (transfection marker) of 1:1:1:0.3, Recordings were
done 24-72 h after transfection.

Calcium currents (I,) through wild-tvpe (WT) or
p. Thr301 Met Caq2.1 (PAQ) channels were measured using
the whole-cell configuration of the patch-clamp technique
(Hamill et al. 1981). Pipettes had a resistance of 2-3 M{]
when filled with a solution containing (in mmaol/L): 140
CsCl 1 BGTA, 4 NaATP, 0, Na,GTP, and 10 Hepes
(pH 7.2-7.3 and 295-300 mosmoles/l). The external
solution contained {(in mmol/Lk 140 tetracthylammoni-
um-C1, 3 CeCl, 2.5 CaCly, 1.2 MgCls, 10 Hepes, and 10
glucose (pH 7.3-74 and 300-305 mosmoles/L). Record-
ings were obtained with a D-6100 Darmstadt amplifier
(List Medical, Germany), filtered at 1| kHz and corrected
for leak and capacitive currents using the leak subtraction
procedure (Pf8). Currents were acquired at 33 kHz. The

208 & 2013 The Authom, Mokecuiar Goneocs & Genomic Mediong pubiiched By 'Wilsy Ponodicals, In



. Carreno ef al.

CACNATA and ATPIAZ Genes in Hemiplegic Migraine

Table 1. Chaical features of 12 patsents with HM and other accompanying symgoms

Age at Other
Age onset Triggerng ctal Family

Patent Gender  (years)  (years) factors Diagmosts  features Crther history GOrigin~ Mutation

SC F 50 11-12 FHRA . WA, HM Spain .

A0 44 F &6 - - FH Nystagmus,  HM Spain p.Thrs0ibiet
POQresshe {Caciara)
ataxia

ADD_TOD F I Adolescent - b Episodic Progresswe HM, MA, Spain pAng5a3Gin
g ataxia, Eal {CAChATA)

cerabellar
atrophy on
MR

o9 F 40 ] Fagting 5HM kA MO 3pain

112 L] 14 11-12 SHM [X]a) Heatdache Spain

157 M 15 a8 Stress Hikd (1 kA KA, KAD, Spain

episode) vestibutar
e inse

161 M 20 1 SHM Sjain

3228 F A =10 - FHM kA Intenctal HM, Spain p-ThrisGE et
cerebeliar interictal {CACNATA)
sk Ny dgmus

IBBA F 15 " - [FHB - - HM Spain -

E ) F 1 5 Stress SHM Genesalized Mo Greece  pSer2 18Leu
e, CACNALA,
transient de novo)
cerebial
edema on
R

431 F i 38 Stress SHM %] Spain

475 F 50 4 FH HM Spain

713 Lt Er) 12 - FHBA KA HM, hA Spain

Glag F 43 17 Stress, SHM Aghasia - - Spain -

Menses

BETI F v 9 FHBA Aphatia, HM Spain
transient
epsodes of
bilateral
visual loss

(310 F a7 15 Stress, FHBA Partial HM Spain pAlABOEThr

strong epileptic (ATPIAZ)
odors ST

3874 M 10 2 Head FHBA Febrie Tersior-type  HM Greece  pGluB2SLys

inpury ST headache ATPIAZ)

AEDA F B 5 - FHIA Prodonged Mystagms, ME, panic Spain -
dysphasia cenebeliar attacks
confusion atrophy on

Rl

HM, hemipegic migraing: FHM, famibar hemplegic migraing: SHM, sporadic hemiphegic megrains; MA, migraine with surs; MO, migrane without

aura; EAZ, episodic atana type 2, MR, magnetic resonance imaging

pClamp8 software (Axon Instruments, Foster City, CA)
was used for pulse generation, data acquisition, and sub-
sequent analysis,

Peak inward Ca®' currents were measured from cells
clamped at =80 mY and pulsed for 20 msec from =60 mY
to =70 mV in 5 m\ steps. A modified Boltzmann equation

& 3013 The Authces, Bdolcule Gonetcs & Genomus Measone publshed by Wiley Penodical, inc

feq. 1) was fitted to normalized current voltage (1-V) to
obtain the voltage dependence of activation. The voliage
dependence of steady-state inactivation was estimated by
measuring peak I, currents at +20 mV following 30-sec
steps to various holding potentials (conditioning pulses)
between —B0 and +5 mV. During the time interval between
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Figure 1. Pedigrees. of pabents wilh the identified gene vanants. (A} Mutabons in the CACAATA gene, (B) Mutations in the ATPIAZ gene
Affected indedduals are denoted by solid symbals; hemiplegic magrame (HM) in black and other phenotypes in gray, squares indicate males and
circles fernales, Probands are ndicated by a black afrowe. Clinical charactensics are indicaled below each indridual (HM, migrame with
hemiplege aura; WA, migrame with aura; CA, cerebellar atrophy; EA2, episodic alaa fype 2). Gene vanant carrier staius i5 indicated befow each
patient when known. hutation poSer2 18Leu appeared de novia in the affected sib

test pulses (20 msec) cells were held at —80 mY, fi-, cur- experiments were carried out al room temperature (22

rents obtained following the conditioning pulses were nor- 47C).

malized to maximal I, to determine the persistent current, I (V= VoV + exp{=[V = Vet )) (1)
Half-maximal voltage (Vi jma) was obtained by fitting G| ':W / pl—| i....a.l L

the data to the following Boltimann equation (eq. 2). All T Tan = /(1 + expl[V — Vi il Kinsca ) 2
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CACNATA and ATPIAZ Genes in Hemiplegic Migraine

Table 2, Druexe-causing mutations dendied o the CACNATA and ATPTAZ genes in hemsplegic migraing patients,

Iuitation postion Previously
reparied in
Patient  Gens Pratein cObA Exon  Protein domain Detection method  Phenotype other patients Reference
3I91A CACMNATA pSerd1Blew cB53C=T & Cyloplasmic, - Tyl SHiM and HM Kors ot al
154-5 peneralzed (2001, #164)
SBITUPES
AD3 44 CACNATA pTheS0tktet cA502C-T 11 Transmembrane,  +Fafl FHM, Eal Mantuang et al
51 Dl [rogresse (2010, #165)
ataata
ADD 10D CACNATA pAmSEIGIn ciT485=4 13 Transmembeane, —Handl FHM, EAZ,  HM Ducros et al,
54 Ol |Ogressive (2001, #166)
At
3228 CACNATA pThrebBhiet c1997C>T 17 Transmembrane, +8ccl FHRA, B4 Hi Ophoft et al.
hairpin koop DIl {19906, #119)
IETA ATPIAZ  pGBISLs c2473G=4 1B Cytoplasmic loop, —Pdl FHM Mo
LET
1310 ATPIAZ  paAlaG0EThr ¢ 1B16G=A 13 Cyloplasmic loop, +Hhat FHM, partal  HM Fiani e al
WS epileptic {2005, #222)
SBTTUMES

HM, hemiplege migraine; FHM, famikar hemiplegc migraine; SHM, sporadic hemiplegic megraing; M&, migrame with awra; EA2, episodc atana

type 2

Statistics

Data are presented as the means £ SEM. Student's ¢ test
or Mann-Whitney test was used for statistical analysis, as
appropriate, The ¢ test assumes that data are sampled
from population that follow a normal distribution and
with equal standard deviations. Therefore, the use of the
Mann-Whitney test is justified either if at least one of the
two population data that are compared fails the normality
test (using the Kolmogorov-Smirmov method) or if there
are significant differences among the standard deviations
of the two populations. Differences were considered sig-
nificant if P < 0.05,

Functional analysis of ATP1A2
Cell viability assay

Hela cells were transfected with 2 g of constructs using
Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA). Forty-
eight hours after transfection, 2/3 of the cells were har-
vested for Western blot analysis and 113 of cells were
seeded in petri dishes. After 24 b, the Na'/K'-ATPase
inhibitor ouabain (1 pmol/L) wasz added to the medium
{Dulbecco’s modified eagle medium containing 10% fetal
calf serum and 1% Penicillin-Stréptomycin). After 48 h of
outhain exposition, cell viability was quantified with the
3-(4,5-dimethylthiazol-2-vl}-2,5-diphenyltetrazalium  bro-
mide (MTT) reduction assay (De Fusco et al. 2003; Van-
molkot et al. 2003).

Western blot analysis

A volume of 25 g of total protein extract (per lane) was
subjected 1o 10% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide
gel electrophoresis. Gels were transblotted 1o a nitrocellu-
lose membrane and were incubated overnight  with
monoclonal antibodies against ¢-Mye (4 pp/ml). Horse-
radish peroxidase-conjugated anti-mouse immunoglobu-
lins were used as a secondary antibody. Proteins were
visualized with the enhanced chemiluminescence kit (GE
Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, U.K.). Blots
were probed with antitubulin antibodies as a loading
control,

Statistics

We performed four independent experiments, each with
triplicate measurements, and carried out statistical analy-
ses by the Student’s ¢ test, considering one-tail distribu-
tion and two-sample equal variance (homoscedastic).
Statistical significance was set at P < 0,05,

Results

Clinical data

Eighteen patients with HM and other accompanying clini-
cal features were identibed and screened for mutations i
the CACNAIA and ATPIAZ genes. Eleven were classified
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as FHM and seven as SHM. The chinical charactenstics of
all patients are summarized in Table 1.

As previously described, we observed a preponderance
of femals patients in our HM population {13 femalbe
patients/five male patients). Age of anset was known for
17 cases. Seven patients presented onset within the first
decade; the youngest age of presentation of hemiplegia
was at age 2 in one FHM case (#387A). Onset in post-
puberty or adolescence was documented in nine patients
while 1Im one case {(#431) an unusual late onset in the
fourth decade was reported. The episodes triggering fac-
tors did not differ from those commonly associated
with common migraine, except for mild head trauma-
induced attacks in case #3BTA, bearing an ATPIA2
L tion,

Onher ictal manifestations were common in this cohort
of HM patients: four cases developed migraine with typi-
cal visual or sensory aura and one migraine without aura
(MO episodes; three had episodes of aphasia or dyspha-
sig, presumably the expression of migrainous aura, in the
absence of concurrent hemiplegia. Two patients developed
cpileptic seizurcs, one partial and one gemeralized, and
one patient had a history of febrile seizures; transient
visual loss and episodic ataxia were described in one case
ach.

Four patiemts had interictal, permanent neurological
abnormalities, mainly a cerebellar syndrome featuring
nystagmus and different degrees of chronic ataxia, Three
or these harbored mutations in one of the two analyeed
genes. All patients were subjected o MRI studies. The
only remarkable neuroradiologic findings were chronic
cerebellar atrophy in three cases and cerebral edema at
the time of the episodes in one case. The remaining
patients did not have any chronic disability and had nor-
mal intenictal exams {Table 1.

A more detailed clinical description of patient #3874
and his father, bearing a previously undescribed mutation
in the ATPIA2 gene, is provided as supplementary mate-
rial {see Data S1).

Genetic analysis

The extensive sequencing of the CACNAIA gene in 18
subjects with HM allowed the identification of four pre-
viously reported changes in four unrelated familics. In
the remaining |4 patients, a novel and a previously
described mutation was detected in the ATPIA2 gene
(Table 2 and Fig. 2). The presence of all these varants
was confirmed by restriction analysis of the correspond-
ing PCR products (Table 2). The identified changes were
not present in 100 Spanish nonmigraineurs. The novel
p-Glud2sLlys mutation in the ATPIA2 gene, identified in
a Greek patient, was also absent from a set of 100

0. Carmend et a/

healthy Greek individuals. One of the changes, p.Ser2l8-
Leu, was present in the affected sib, but not in her par-
ents, indicating a de nove origin (Fig. 1A). False
paternity was excluded by genotyping 16 polymorphic
microsatellite markers in all the family members (data
not shown),

All the identified mutations led o amino acid substitu-
tions  (pSer2l8Leu, p.ThriDIMet, pArgS83GIn, and
p. ThristtMet in CACNALA; p.Glus25Lys and p.Alag06Thr
in ATPIA2), One of them, p.GluB25Lys in ATPIAZ, is
described here for the first ime. The rest of the changes
had previously been reported in other patients from sev-
eral countries, four of them in HM and only one,
p.Thrs0 i Met in CACNALA, in association with another
phenotype, EAZ

The CACNATA-p. Thes0IMet mutation, described only
once prior to this study, and the novel missense mutation
pGluB25Lys in ATFIAZ, both of them subjected 1o func-
tional studics in this study (see below), alter amine acid
residues that are highly conserved in evolution as shown
by a comparison of their paralogous and orthologous
counterparts (Fig. 3). The p.Glud23Lys variant segregates
with the HM phenotype, being transmitted from the
affected father to the affected sib (Fig, 18 for a detailed
clinical description see Data 510, DNA was not available
from the p.Thr301Met family, where a son and a dawgh-
ter of the studied proband (2A03_44) have also been
diagnosed with HM.

The 12 patients with no mutations identified after
extensive CACNAIA and ATPIAZ sequencing, as well as
18 HM patients negative for a mutational screening per-
formed in our previous study (Cuenca-Leon et al. 2008),
were subjected to MLPA/QMPSE quantitative analysis to
seck duplications/deletions in the CACNAIA gene. How-
ever, no structural varations were found in these pro-
bands.

Functional studies

We subjected two of the identified mutations, p. Thr501Mer
(CACNAIA) and p.Glud25Lys (ATPIA2), to functional
analyses. These changes are the only ones that had not pre-
viously been studied by other authors at the functional
level,

CACNATA (p.Thr501Met): current density and
activation/inactivation voltage dependence of

heterologously expressed Cay2.1 (P/Q) channels

Mutation p.Thr301Met changes a hydrophilic amino acid
to a hydrophobic one and s locited in a functionally
important region of the human =, subunit of the neuro-

nal Cay2.1 (P/Q-type) Ca’* channel (Fig 2A). It lies in
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Figure 2. Gene structure of CACNATA and ATPIAZ and detection of mutations. (A} 1: CACNATA gene structiene, with black booes indicating
exons. The identified manations causing HM are indicated by colored dots: p.%er2 18Leu (kght green), p.TheS01Met fred), pAeg583GIn (bluel, and
p. ThrbseMet (puerplel. 2 Froten strociure and boaton of the dentified mutations, (B} 1) ATPLAZ gene structure, with black bowes indicating
eaons. The newly mhentthied mutation pGle8250ys causing H & indicated by a yellow dot and p.Alag06The with a green dot. 2: Protein structse
and location of the entfied mutations. Detecton of the mutations by direct sequencng of PCR products: electropherograms. Cyt, oytoplasm;
M, cytoplasmc mermbrane; ES, extracellular space
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CACHALR

Crthologous subunits
Human |NF_0T75461.2|
Bowin|WP_001068597.11
Rat |HP_031604.3|
Houge |WF_037050,2|

Fish |XF_E50548.4|

CARC1R WP _D75461.24
CAC1B 1Q00975.1]
CACIC 1QL3936.4]
CACID |QD1668.2|
CACIE QLSETE.3]
CARCIE |O60B40.2]
CACLS |Q13698.4|

ATE P.Gluf2SLlys
Orthologous subunits
Human |HP_000693.1 | PAISLAY DIMERQFRN 835

Bovin IHP:ﬂ D10749593.11 PAISLAY DIMEROPRM B35
Rat |HP_848492.1| PAISLAY DIMERQPRM B35
House |[HP_03663T.1| PAISLAY DIMKROPRM B35
Fish |HP_5T1T58.1| PATSLAYE DIMEROFRM B32
L L R bk L Lo b L]
ATPLAL |HP_000E52.2| PAISLAYE DIMEROFRN 838
ATPLAZ INF_0Q0&53.1| PATSLAY DIMERQFRM 835
ATPLIAZ | HP_G8950%.1 PAISLAY DIMERGERN 828
ATPL1AG |HP_653300.2| PAISLAY DIMKRLFRN 844

Figure 3, Prolein abgnment performed with Clustal (hitpamay,
obi ac ulTools/mia'clutaba2) (Chenna of al. 2003), On top, the
CACNATA Thr501 residee = conserved in all the human caldum
chanml 21 suburety studsed (CACHATA, B, C, D, E, F, and 5] and m
the orthologous CACMALA protesns of several organisms. Bottom, the
ATPIAZ GluB25 residue & conserved in the four human ATPI
paralogous subunits (ATPIAY, A2, A3, and A4) and i orihologous
ATP1AZ proteins of several organnms. Key: =*° identical redidues; =:*
corserved subsiiuiions (same aming acd group); =" serme-conseryed
substtution {wsmilar thapesl Human: Homo apens; Boving Sog
taures; Rat Rattus nonegicus, Mouwse: Mus musowls; Fish (@ebrafish):
Dani renio.

the 51 segment of domain 11 (11-51) (Fig. 2A), which
makes up part of the woltage semsor (Tombola et al
20061, Because in a previous study of a patient with HM
we found that another 51 mutation, p.Tyri245Cys in
domain 11 of the protein mainly affected voliage depen-
dence of both activation and inactivation of the channel
(Serra et al, 20049}, we focused our functional analysis of
the p.Thr301 Met mutation on those same parameters.
Maximum current densities resulting from expression
of mutant p.Thr30Met =, (Zarsomg) were signifi-
cantly higher than current densities of wild-type (WT)
2y, channels (P < 0L,05) in a physiological range of depo-

0. Carmend et a/

larized voltages (from —I5 o +5 mV) (Fig. 4A and B,
left pancl). The potential for half-maximal activation
(Vi an) was also significantly (P < 0.0001) shified to
hvperpolarized potentials for p.Thr501Met channels (by
~7 mV) (Fig. 4B, right panel). Consistently, the maxi-
mum current amplitude was dlicited by depolarizing
pulses to = +15mV or = +5 w +10 mV for WT or
p.Thri0iMet channels, respectively (Fig. 44 and Bl
The half-maximal voltage for steady-state inactivation
(Vi i) induced by 30-sec-conditioning  prepulses
between =80 and +5 mV was lefi-shifted (~12 mV] in
p-ThratiMet channels (P < 0.0001). {Fig. 4C and D).

ATP1A2 (p.GluB25Lys): Ouabain resistance survival
assays

p.Glu825Lys exchanges a negatively charged residue for a
positive one and is located in the intracellular L&/7 loop
of the ATFIAZ protein, between the transmembrane seg-
ments Mé and M7 (Fig. 2B). Potential pathogenicity of
the mutation p.Glug2ilys was indirectly tested through
ouabain resistance survival assays,

Hela cells transfected with the 22_oua_825Lys con-
struction showed a 10% survival rate, compared with cells
transfected with #2_oua_ WT (P < 0.0003) (Fig. 5A).
Western blot analysis of Hela extracts obtained after
transfection with the mutant and WT constructions
showed a diminished amount of 825Lys protein com-
pared with the WT, indicating that the allered protein
may be unstable (Fig. 58),

Discussion

We have identified six potentially disease-causing ms-
sense mutations in the CACNAIA and ATPIA2 genes in a
cohort of 18 unrelated probands with HM from Spain
and Greece [33% of patients covered),

There is evidence supporting the finding that the iden-
tified amingo acid substitutions are indeed disease-causing
mutations: (1) When family material was available, the
mutations cosegregated with the disease phenotype within
the families, (2) the changes were not present in at least
200 chromosomes from unaffected individuals nor in the
main public single-nucleotide  polymorphism  databases
(Hapmap, dbSNP}, (3} no other molecular alterations
were identified within the studied genes after the analysis
of the whaole coding region and the exon-intron bound-
aries, including splice sites, branch points, the promaoter,
and the 3UTR region in CACNALA, (4) for the two
mutations subjected to functional studies the involved
amine acid residues are strongly conserved in evolution,
both at the intraspecific {CACNAIA, B, C, I, E, F 5 or
ATPLAL A2, A3, Ad) and interspecific levels (CACNALA
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Figure 4. Butation pThr501Met affects actwation and mactwation properties of heterologously expressed P channels. (&) Current traces
llustrating voltage dependence of WT {lefi} and p. TheS31Met (nighi) RO channels, in response fo 20 msec voliage pubes Dotled bnes in the
current traces indcate the 2emo current level. (B) Current dendity-voltage relationahips Deft panels) and normakzed |-V cunes Dight paneh Tor WT
(=} and p.Thrs01hMet (o) PO channels expressed in HEE 293 cells. Vig, e and ke values were {n mvE WT (o, =9} 7.1 £ 08 and 3.3 £ 0.3;
p.Thrad 1 het (o, A = 14} 004 4 099 and 2.8 & 0.3, respectivedy, No sgnificant difference was found for k., values (P = 0.28). (C and D)
Steady-state mactivation of WT or p.Thrs01Met PAD channels, Amplitudes of currents elioted by 1es1 pulses 1 +30 my were normalized 1o the
current obtained after a 30-sec prepulse to —B0 mV and fitted by a single Bolizmann funcbon (see hatenals and Methods, eq. 2), Vg, e and

K values were (in mivl WT (o, 0 -
sgriticant difference was found for ke, values (P = 0.53)

or ATPIAZ subunits from human, cattle, rat, mouse and
webrafish), indicating functional/structural relevance, (5)
all these mutations but one (p.Glu825Lys) have been
reported previously in other HM or EA2 cohorts, and (6]
functional analyses reported here (p.The501Me in CAC-
NAIA and p.GluS25Lys in ATPIA2) and by other authors
(pSer2l8leu [Totene et al. 2005 Weiss et al. 2008
Debiais et al. 200% Adams et al. 2000], p.Arg383Gin
[Kraus et al. 2000] and p.Thre66Met |[Kraus et al. 1998;
Tottene et al. 2002] in CACNAIA; p.Ala606Thr [Jen et al.
2007; Taveaz et al. 2008] in ATPIA2) demonstrate func-
tional consequences of all six changes suggesting pathoge-
micity.

Interestingly, all but one of the patients that have HM
plus additional ictalfinterictal neurological features or
atypical paroxysmal signs (eg. epilepsy or cerebral edema
on MRI) bore mutations in one of the two genes studied.
In general, this was not the case for patients without such
“extended” HM phenotype, with no mutations identified
in those genes. The molecular defects associated with this
extended phenotype are unlikely to mimic those present
in common migraine, It is, however, possible that HM
cases without known mutation and with less severe clini-
cal presentations, which often overlap with common
migraine {in our series most had MO and MA antacks in
addition to HM) may represent a better model for pri-

100 -24.2 £ 09 and -5.5 < 0.4; p.TheSOTMeL e, n = 15)

359 4 1 and -5 = 0.2, respecinely. No

mary headaches. In this regard, deciphering the molecular
basis of this group of patients may shed new light on the
global landscape of migraine genetics.

CACNA1TA screening

Four patients presented missense mutations in the CAC-
MNATA gene, all of them described in previous screenings by
other authors: pSer218len, pArgS83Gin, p ThrésoMet,
and p.Thrsol Mer (Fig. 2A).

p.Ser218Leu

This change was identified as a de nwove mutation in a
SHM patient with aphasia, transient cerebral edema and
generalized seizures, This transition in a CpG dinucleotide
had been described in eight HM patients (Kors et al.
2001; Curtain et al. 2006; Chan et al. 2008; Debiais et al.
2009; Stam et al. 200% Zangaladze et al. 2000) having
appeared de novo in two of them (Stam et al. 2009). Pre-
vious electrophysiological studies for the p.Ser218len
mutation revealed a  lower activation  threshold, an
increase of channel recovery after inactivation (Tottene
et al, 2005) and the reduction of the inhibitory pathway
carried by G-protein-coupled-receptor activation (Weiss
et al, 2008). This dramatic gain of function, compared to
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Figure 5. (A} Viabelity of Hela cells transfected wath the mutant
ATPIAZ oA (EB2SE) nommalized o the wiability of cells transfected
with the ouabair-resistant wild-iype ATPLAZ cDNA (WT)L NT,
untransfected coell; pcDNAZY, celd ransfecied with the emply
vector. Four independent expenments were performed, each with
triplcate measurements. The * symbol ndicales the exstence of
sigrificant differoncrs betwason the poGluB25Lys and the WT ATPTA2
constructs (P < 0.0003). (B} Western blot assay of the different
protein extracts wseng antermd and  anti-lubulin  antibodes.  The
molecular weight of the Na*°-ATPase 22 subunit and tubulin are
indcated. The constructs with the ATPIAZ ocuabaneresistant cDRNA
carry the myc 1ag, The clone with the mutation dsplayed diminshed
band inbensty.

other missense changes, is thought to explain the severe
clinical outeome observed in the patients carrying this
mutation. Studies with a mouse modd provide evidence
that p.Ser218Lew mutations directly affect C:E'-drpc:nd::nl
facilitation and synaptic plasticity (Adams et al. 20000,

p.Arg583GIn

This prevalent mutation has been previously identified in
FHM families and in sporadic patients (Battistini et al,
199% Ducros et al, 2000; Terwindt et al. 2002:Aknso
et al. 2003; Thomsen et al. 2007; Riant et al. 2010a). In
family #AD0_100, only the proband presents HM
(Fig. 1A} and the mutation cosegregates with EA2, cere-
bellar atrophy andfor HM. Previous functional studies for
the p.Arg5830GIn mutation revealed a change in the valt-
age dependence of activation and inactivation toward
more negative potentials due 1o the neutralization of resi-
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due 583 that is positively charged in the WT channel, and
o decrease in the recovery of inactivation (Kraus et al
20HM0).

p.ThréGeMet

This is also a prevalemt mutation that has previously
been found in 24 FHM or SHM probands (Ophoff
et al, 1996; Ducros et al. 1999 Friend et al. 1999; Ter-
windt et al. 2002; Wada et al. 2002; Kors et al. 2003;
Thomsen et al. 2007; Freilinger et al. 2008; Yabe ot al
2008; Riant et al. 2010a) Functional studies in heterolo-
gous systems showed a gain of function through the
following mechanisms: a decrease in the recovery after
inactivation (Kraws et al. 1998) and increased Ca®'
influx through the channel in a broad voltage range
around the threshold of activation, which was also
reduced (Tottene et al. 2002).

p.Thr501Met

This change, found in patient #A03_044 with FHM, nys-
tagmus, and episodic and progressive ataxia, has been
described in another family with EA2 (Mantuano et al
20007 and in a case with bouts of episodic ataxia and con-
fusion but no hemiplegia, in association with vermian cere-
bellar atrophy (Cleves et al. 2009). This is the second
reported mutation in the 51 segment in any domain of the
#pa subunit in patients with HM. As the previously
described pTyrl 245Cys (Serra et al. 2009), p.Thrs01Met
ilters channel activation and inactivation. It promotes
channel activity by shifting the current activation curve to
lovwer voltages (-9 mY) and increasing Ca*' current den-
sity to @ range of voltages that neurons cin encounter dur-
ing action potential firing. p.Thr301Met also shifts voltage-
dependent steady-state inactivation to less depolarized
voltages (<15 mV), These results further support an
important role of the 51 segments in the function of volt-
age semsors leading to channel gating (Campos ¢t al. 2007},

The functional consequences of mutation p,ThrSo0 e
are consistent with a causative role in the disease, In this
respect, @ reduction in the voltage threshold of channel
activation by ~10 mY is a trait shared by all FHM-caus-
ing mutations in CACNAIA (van den Maagdenberg et al
2004; Tottene et al. 2005). Such gain of channel function
specifically promotes cortical excitatory neurotransmission
and favors cortical spreading depression [(CS1) initiation
and propagation in FHM knock-in (K1) mouse models
(Tottene et al. 2009), which has been pointed out as the
cause of the aura and migraine itself (Bolay et al. 2002;
Pietrobon 2007 ),

Mutations in CACNAIA are also associated with other
autosomal dominant neurological disorders characterized
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by cercbellar dysfunction, such as EA2 (Ophoff ot al
1996). However, contrary to FHM mutations, most EA2
mutations produce loss-of-channel function (Strupp et al.
20071, Our patient carrying the p.Thra0iMer CACNATA
mutation also developed cerebellar symptoms. This also
pccurred with other FHM-causing CACNAJA mutations
(Ducros et al. 2000), As ver, it is not clear why some
CACNAIA mutations cause pure FHM and other FHM
with cerchellar signs, as functional studies in vitro do not
revesl] any notable difference among these two groups of
FHM mutations (Pietrobon 2007). Nevertheless, the study
of p.Agl92GIn and pSer2i8leu K1 animals may help us
to unveil the role of FHM CACNATA mutations in EA2
{van den Maagdenberg et al. 2004, 20100, While homoey-
gous pArgl92GIin (ROVRDY) and heterozygous p.Ser2l8-
Leu (SL/WT) mice did not exhibit an overt phenotype,
homozygous p.Ser218Len (SL/SL) KI moddel exhibited the
main features of the severe pSer2lBleun clinical syn-
drome, including mild permanent cercbellar ataxia {(van
den Maagdenberg et al. 2004, 20010).

ATP1A2 screening
p.Alab06Thr

This mutation was found in a patient with FHM and
focal epileptic seizures. It has previously been reported in
three FHM families (Jen et al. 20807; Riant et al. 2005).
Functional assays on Hela cells transfected with WT and
mutant ATPIA2 constructs suggested a loss of function of
the sodium-potassium pump (len et al. 2007). Same
results were found for mutations p.N717K and p.P786L,
also located in the L4/5 eytoplasmatic loop of the protein
{Jen et al. 2007; Tavraz et al. 2008). A more detailed clec-
trophysiological functional study showed that the MNa'/
K'-ATPase activity was decreased due to a lower affinity
for potassium (Tavraz et al. 2008).

p.GluB25Lys

This novel change, located in the L&/7 loop (Fig. 2B), was
identified in an individual with HM and seizures. Oua-
bain-resistant survival assays showed a decrease in cell
viahility in Hela cells transfected with the mutant
ATPIA2 construct (Fig. 5A), again supporting the idea
that the mutation results in loss of function of the
sodivm-—potassium  pump. Also, Western blot analvsis
suggests that the mutant protein may be unstable. Other
mutations in this loop that have been identified by others
and were functionally tested are as follows: p.Met829Arg,
pArg3ga*, and pArgBMGIn (de Vines et al. 2007; Tavraz
ct al. 2008). p.Arg834* showed no cell survival in ouabain
challenge assays, and electrophysiological analyses of
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p.Argi34Gin displayed altered affinities for extracellular
cations or reduced enzyme turnover. [t was suggested that
negatively charged residues in loop L67 contribute to the
imitial recognition of Ma' or K° ijons and constitute the
cytoplasmic cation entry port (Shainskayva et al. 2000; Jor-
gensen et al. 2003), Other experiments found that loop
L&f7 is important in the transmission of the activation
signal initiated by cation binding to the phosphorylation
domain of the protein (Xu et al. 2003). These experi-
ments included a Glu 1o Ala mutation in a Ca’*-ATPase
that is equivalent to the p.Gluf25lys identificd in our
patient.

Unidentified mutations/genes

Owerall, 12 of 18 HM patients included in this study do
not bear mutations in either CACNATA or ATPIAZ. Con-
sidering also the HM patients screened by us in a previ-
ous study (Cuenca-Leon et al. 2008), the level of
molecular identification &5 %39 (239%), suggesting the
involvernent of other genes that still need to be uncov-
ered. In sum, from these 39 patients, 22 were FHM (cight
bearing mutations, 36%) and 17 were SHM (only one
identified mutation, 6%). These data are in line with pre-
vious studies where the coverage was around 40% in
FHM patients (Riant et al. 2005) and between 7% and
16% in SHM (Terwindt et al. 2002; de Vies et al. 2007},
indicating that CACNAIA and ATPIAZ are major genes
in the familial forms of HM bul not in the sporadic ones,
where there might be a larger genetic heterogeneity and/
or other contributing factors. Only in one study with
SHM patients presenting an carly-onset of the discase the
coverage was higher when analyzing the CACNAILA,
ATPIAZ, and 5CNTA genes (Riant et al. 2010a). It is also
possible that a few pathogenic mutations have remained
unidentified in the two genes studied, including changes
in introns or in distant regulatory regions, or CNVs in
ATPIA2 that may be umdetectable by PCR. Previously, a
large rearmangement in the CACNAIA gene was deseribed
in a SHM patient (Labrum et al. 2009), and so0 it is con-
cevable that deletions or duplications in ATPIAZ could
also be responsible for the disorder. However, CNV anal-
ysis has only reported this single deletion in CACNAILA
so far in HM, and this type of alteration is more fre-
quently found in episodic ataxia, where the typical patho-
genic mechanism is a loss of function of the channel
(Riant et al. 2008, 2010b; Labrum et al. 2009 Wan e al,
20101},

Mutations in SLCIAS have been reported in pedigrees
with proximal renal tubular acidosis (pRTA) with HM
and migraine (Demirci et al. 2006; Sweuki et al. 20100,
but this gene was not considered in this study as none of
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the patiemts in our serics showed renal abnormalities.,
Mutations in the SCNIA gene, previously linked 1o FHM
and involved in several forms of epilepsy, would appear
to be a rather unusual cause of HM. Indeed, more than
700 mutations have been identified in SCNIA with SMEL
compared to just five in FHM  (hop/fwwwomalgen,
vib-ua,be/SCN 1AMutations) (Claes et al. 2009). Further-
more, very recently the genetic heterogenety of HM phe-
notype has been broadened with the PRRTZ gene,
previously related to paroxysmal kinesigenic dyskinesia
and other episodic disorders. Eight mutations have been
reported in 249 screened HM cases (Cloarec et al. 2002
Dale et al. 20013; Gardiner e al, 200125 Marini et al, 2012
Riant et al. 2012). Both SCNIA and PRRET2 may be
targeted by sequencing in the future, although they are
not expected 1o explain a substantial proportion of our
unresolved HM cases.

Finilly, at least one other FHM locus has been mapped
out of the three known loa, at 14932, but the underlying
gene still awaits identification (Cuenca-Leon et al. 2009).
It is wvery likely that most of the woresolved 12 HM
patients from the presemt cohort and 18 HM patients
from a previous study by our group (Cuenca-Leon et al,
2008) bear mutations in other yet unknown HM genes
that need to be uncovered. Thus, future studies will use
whole-exome sequencing to find new genes responsible
fior the discase,
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Figure 51. CNV study design using multiplex ligation-
dependent probe amplification (MLPA) and quantitative
multiplex PCR of short fluorescent fragments (QMPSE)
approaches. Symbols (A ) indicate the exons covered by
each assay, The MLPA kit allowed inspection of 24 exons.
The analysis software Coffalyser v8 was used 1o evaluate
the possible presence of CNVs, considering a deletion
when the ratio was vnder 0.7 and a duplication when it
was over L3, For QMPSF, we used four sets of primer
pairs covering 16 additional exons. A reference fragment
from the RNF20 gene was coamplified in cach multiplex.
Furthermore, two individuals with deletions correspond-
ing to exons 2047 and 3247 of CACNAIA were also
included in every assay as positive controls. Data were
analyzed using the PeakScanmer™ v1.0 software [Applied
Biosystems), and the final ratios for each exon were
expressed using the following formula: (height of the peak
corresponding to the tested fragment for the patient/
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height of the peak corresponding to RNEXY for the considered a deletion when the ratio was under (L6 and a
patient)/(height of the peak corresponding to the tested duplication when it was over 1.4,

fragment for the average of controls/height of the peak  Data 51, Clinical features of patient #3874 and his father.
corresponding 1o RNF20 for the average of controls). We

223 & 2013 The Authom, Mokecuiar Goneocs & Genomic Mediong pubiiched By 'Wilsy Ponodicals, In



GENETICA | EPIGENETICA DELS TRASTORNS NEUROLOGICS PAROXISTICS

F. ANNEX 4

SEQUENCIACIO DEL GEN SCN1A EN MIGRANYA
HEMIPLEGICA

RESUM

En aquest estudi es va realitzar un cribratge mutacional del
gen SCNTA en la cohort de pacients de migranya hemiplegi-
ca (MH) presentada a lAnnex 3 que havien resultat negatius
en Uestudi mutacional dels gens CACNATA i ATP1A2. A més
a més, es van afegir nous pacients de MH que no havien
pogut ser inclosos en lestudi anterior.

Aquest cribratge genétic va permetre identificar una mu-
tacié nova de canvi de sentit (c.4981T>C ) en un dels 20
pacients seqienciats. La baixa freqiiéncia de mutacions
en el gen SCNTA en les cohorts de pacients de MH implica
una molt baixa eficiéncia en la seqiiénciacié d'aquest gen

en aquesta cohort de pacients.

OBJECTIU DE LESTUDI

L'objectiu d’aquest estudi va ser determinar si en una
cohort de 20 pacients de MH, que incloia els pacients que
havien resultat negatius pel cribratge mutacional dels
gens CACNATA i ATP1A2 presentat a l'annex 3 junt amb
nous pacients de MH, tenien mutacions en el gen SCNTA.
Els 3 gens citats estan associats a MH de tipus 1, 2i 3,
respectivament.

MATERIALS | METODES

Es va extreure ADN de sang periferica dels 20 individus
afectes de MH mitjancant la técnica de Salting-out (veure
meétodes dels articles 11 2). A partir de UADN es van am-
plificar mitjancant PCR 5 dels 26 exons del gen SCNTA.
Concretament, es van analitzar els exons 6, 17, 23, 24 i
26, ja que son els Unics exons on s’han descrit mutacions
associades a MH. Per a amplificar aquests exons, es van uti-

litzar els seglients encebadors i condicions experimentals:

SEQUENCIA DE LENCEBADOR

LLARGADA DEL PRODUCTE

o : , 5 o
EXO (5°A3') AMPLIFICAT (PB) TEMPERATURA D’UNIO (°C)
6 Fw -ACTAGCGTTGCAAACATTCTTGG 469 54
Rv - CCCCTCAAGTATTTATCCTTTG
17 Fw -ATAATCCTTTCTTGGCAGGCAAC 250 45
Rv - CAGCTAAACAAGCTGCACTCC
23 Fw -GCACCAGTGACATTTCCAGC 271 54
Rv -TGGCAGAGAAAACACTCCAAG
Fw -TTGGGGGTGTTTGTCTTC
24 440 56
Rv -TTTTCTACTGGAAATGTTAGCTA
Fw -AGGACTCTGAACCTTACCTTG
26 590 56

Rv - ATGTACATGTTCACCACAACCA

Taula 16.Seqiiéncia nucleotidica dels encebadors usats per a amplificar el gen SCNTA, llargada del producte amplificat en parells de bases

(pb) i temperatura d'unié de cada parella d’encebadors. Fw indica forward (encebador directe] i Rv reverse (encebador invers].
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Els productes de PCR es van purificar i es van preparar
mitjancant el kit "ABI BigDye Terminator cycle v3.1" per a
procedir a la seva seqiienciacid. Les seqiiéncies obtingudes
esvan analitzar mitjancant el seqtienciador ABI PRISM 3730
DNA Analyzer (Applied Biosystems] i es van comparar amb
la sequiéncia de referencia del gen SCNTA (ndimero d’accés
a GenBank NM_001202435).

En els casos on el cribratge mutacional resultava positiu, es

tornava a amplificar i seqlienciar l'exd on hi havia la mutacio.
RESULTATS

Dels 20 casos, només vam trobar una mutacié en el pa-
cient 475. La mutacié trobada és un canvi en heterozigosi
d’una timina per una citosina a la posici6 4981 del cADN
(c.4981T>CJ, dins Uexd 26 del gen SCNTA. Aquest canvi
nucleotidic provoca un canvi d'aminoacid en la seqiiéncia
proteica d’una fenilalanina per una leucina (p.Phe1661Leul).

A la seguent figura s'hi representa l'electroferograma de
la regi6 on es va trobar la mutacié. S'hi representa la se-
qliéncia del pacient 475 la seqiiéncia d'un individu control.
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Pacient 475
Phe/Leu
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Individu control
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Figura 16. Electroferogrames de la regié que inclou la mutacio
c.4981T>C. La figura de U'esquerra correspon a la seqliencia del
pacient 475 i la figura de la dreta correspon a la seqiiencia d’'un

individu control.

Lindividu afecte forma part d'un pedigri on hi trobem 15
individus afectes de MH pertanyents a 4 generacions di-
ferents. Malauradament, no vam poder obtenir ADN dels
familiars per a poder determinar si la mutaci6 c.4981T>C

del gen SCNTA és la causant de la MH en aquesta familia.
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2. SEQUENCIACIO DE L'EXOMA
EN FORMES MONOGENIQUES DE
MIGRANYA

En aquest apartat es presenta un estudi de seqlienciacié
de U'exoma en un subtipus de migranya monogeénica: la
migranya hemiplégica.

ANNEX 5

SEQUENCIACIO DE LEXOMA EN MIGRANYA
HEMIPLEGICA

RESUM

La migranya hemiplégica (MH) és un subtipus rar de mi-
granya amb aura que ha estat associat a mutacions en els
gens CACNATA, ATPTA2 i SCN1A aproximadament en un 30%
dels casos descrits. EL 70% dels casos resten, doncs, sense
diagnostic genétic. Una de les aproximacions genétiques
per tal de trobar les variants genetiques causants de la MH

en aquests pacients és la seqilienciacio de 'exoma.

L'objectiu d’aquest estudi va ser seqlienciar l'exoma en un
pacient de MH d’una familia multigeneracional d'individus
amb MH.

Els resultats negatius d’aquesta analisi suggereixen la
necessitat de seqiienciar 'exoma en més d'un individu de
la mateixa familia per tal de poder identificar la variant
patogenica causant de la MH.

REFERENCIA

M. Vila-Pueyo, E. Cuenca-Ledn, |. Garcia-Martinez, F. Cas-
tro, |. Gut, M. Bayés, B. Cormand, A. Macaya (2011) Exome
re-sequencing in familial hemiplegic migraine with linkage
to 14932. Presentacié en format poster al “12th Interna-
tional Congress of Human Genetics” realitzat a Montréal.
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OBJECTIU DE LESTUDI

Dins la cohort de pacients de migranya hemipléegica que el
grup ha anat recollint des dels seus inicis, hi ha una familia
multigeneracional que inclou individus amb migranya he-
miplégica (MH), migranya amb aura (MA), migranya sense
aura (MO) i individus sans. Aquesta familia ha resultat ne-
gativa en els cribratges mutacionals dels gens CACNATA,
ATPTA2 i SCNTA.

En un treball previ del grup es va realitzar un estudi de
lligament a nivell genomic per tal de trobar el gen asso-
ciat a MH en aquesta familia (Cuenca-Leon et al., 2009).
L'estudiva permetre la identificacié d’una regid de 4.15Mb
dins la regié cromosomica 14932 que cosegregava amb la
malaltia. Aquesta regié inclou 47 gens, dels quals se’nvan
seqlenciar 3 (ATXN3, SLC24A4 i ITPK1) ja que, degut a la
seva funcid, es van escollir com a possibles candidats a ser
els causants de la malaltia. El resultat d"aquest cribratge

va resultar negatiu.

Per tal de seqiienciar tots els gens inclosos en la regid de
lligament, vam decidir utilitzar la seqiienciacio de l'exoma
sencer en lindividu proband de la familia. La seqlienciacio
de l'exoma és una técnica que permet la seqlienciacio de
tots els exons i les regions adjacents, les regions promotores
i les regions 5" i 3" UTR. La relacié cost/temps d’analisi/
resultats de lexoma en comparacio amb d’altres técniques,
com per exemple la seqlienciacié Sanger, va fer que de-
cidissim seqiienciar U'exoma sencer enlloc de seqiienciar
mitjancant Sanger els 47 gens inclosos a la regié.

MATERIALS | METODES

Pacients

Es va extreure ADN genomic de sang periférica de 19
individus d'aquesta familia, concretament 6 afectes de

MH, 4 de MA, 2 de MO i 6 de sans, mitjancant la técnica
de Salting-out.
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Captura de lexoma i seqliienciacid

Esva escollir un dels individus amb MH (individu 2.312) per
a seqiienciar-ne 'exoma. La seqiienciacio es va realitzar al
Centre Nacional d’Analisi Genomica de Barcelona (CNAG)
utilitzant el xip d’enriquiment i captura Nimblegen SeqCap
EZ Exome Library SZ, el qualinclou 26.7Mb. El sequienciador
usat va ser el Illumina Genome Analyzer lIx. Es va obtenir
una cobertura de 15X en un 82% de les regions.

RESULTATS

Analisi de les variants dins la regid de lligament

Suposant un model d’heréncia dominant (igual que totes les
mutacions trobades en MH), es van identificar 62 variants
dins la regid de lligament, les quals es troben representa-
des a la taula 17. D'aquestes, cap d'elles era predita com
a perjudicialinomés una d’elles no era present en la base
de dades de variants dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
SNP/) nidins del Projecte 1000 Genomes (1000G). Aquesta

variant va ser descartada ja que es localitzava a la regid

3'UTR del gen C14o0rf49 (del qual se'n desconeix la funcid)

i el seu efecte era predit com a neutre.

De les 61 variants restants se'n va determinar la freqiiéncia
al-lélica de lal:lel minoritari (MAF) mitjancant les dades
del dbSNP per determinar sialguna d’elles era una variant
rara (MAF<0,01). La variant rs17091919, localitzada al gen
CLMN, tenia una MAF=0,001 i només havia estat descrita
en una ocasio. Tot i aix0, era una variant intronica i la pre-
diccio del seu efecte mitjancant els softwares FuncPred
(http://snpfinfo.niehs.nih.gov/snpfunc.htm) i HSF v2.4.1

(http://www.umd.be/HSF/) va donar un efecte nul sobre el

mecanisme de splicing. De les 60 variants restants, totes
amb una MAF>0,05, totes havien estat descrites en més
de 79 ocasions, excepte la variant rs12896583, localitzada
dins el gen ATXN3, que només havia estat descrita en 2
ocasions, pero aquesta variant és intronica i neutra. De
les variants restants, tot i ser variants comunes, en vam
determinar el seu efecte amb els softwares citats i cap va

resultar perjudicial.
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VARIANT CONSEQUENCIA DBSNP MAF GEN N° VEGADES DESCRITA
14_95884051_C/T 3'UTR N/A - Cl4orf49 0
14_92280037_T/C intronica rs10134181 C=0.4364 TC2N 549
14_91942342_T/A intronica rs10145724 T=0.0827 SMEK1 104
14_93182466_G/A intronica rs1242119 A=0.2138 LGMN 269
14_95884323_G/A no sinonima rs12434757 G=0.4404 Cl4orf49 554
14_92537379_T/C sinonima rs12896583 C=0.154 ATXN3 2
14 94844843 T/G no sinonima rs1303 G=0.2067 SERPINAT 260
14_92549586_G/A sinonima rs16999141 G=0.4277 ATXN3 538
14_95675669_G/T intronica rs17091919 T=0.0011 CLMN 1
14_93994870_A/G intronica rs17094893 G=0.4475 KIAA1409 563
14_91948043_T/C sinonima rs17127374 T=0.0827 SMEK1 104
14_92189366_T/A intronica rs17127513 A=0.2083 CATSPERB 262
14_92185731_G/A intronica rs17783516 A=0.349 CATSPERB 439
14_94750292_G/A intergenica rs1950641 A=0.3696 PPP4R4 465
14_94733474_AIT intronica rs1950644 T=0.3641 PPP4R4 458
14_94007075_C/T sinonima rs1951716 T=0.4746 KIAA1409 597
14_93412609_A/G intronica rs1998054 A=0.4785 ITPK1 602
14_95923670_A/C sinonima rs2024863 A=0.411 Cl4orf49 512
14_94097287_G/A intronica rs2148563 G=0.3418 KIAA1409 430
14_92958306_G/A intronica rs2182837 A=0.1844 SLC24A4 232
14_94776221_A/C no sinonima rs2228541 A=0.4327 SERPINAG 521
14_94756450_T/A no sinonima rs2232700 A=0.3164 SERPINATO 398
14_93199080_C/T no sinonima rs2236264 T=0.1868 LGMN 235
14_94581285_G/A intronica rs2239645 A=0.1693 IFI27 213
14_93170741_T/C intronica rs2250672 T=0.4396 LGMN 553
14_91928286_C/ intronica rs2273647 T=0.182 SMEK1 229
14_92477168_A/G intronica rs2277526 A=0.3506 TRIPT1 441
14_93673655_G/A intergénica rs2286653 A=0.098 Cl4orf142 123
14_93428802_T/A intronica rs2295393 A=0.0787 ITPK1 99
14_93412743_G/A sinonima rs2295394 A=0.0914 ITPK1 115
14_94152768_C/G intronica rs2296686 G=0.3227 KIAA1409 406
14_92958398_A/G intronica rs2402168 G=0.1987 SLC24A4 250
14_93170901_A/C intronica rs2402189 A=0.2822 LGMN 355
14_94582926_C/G 3'UTR rs2799 G=0.1828 IFI27 230
14_93994954_G/A sinonima rs28420706 A=0.469 KIAA1409 590
14_92136126_C/G intronica rs3742652 G=0.082 CATSPERB 103
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14_93118668_C/T no sinonima rs3742717 T=0.2504 RIN3 315
14 _93118038_A/G no sinonima rs3829947 G=0.450 RIN3 566
14_94419888_A/G intronica rs4243701 A=0.066 ASB2 83
14_92102932_A/G intronica rs4900084 6=0.119 CATSPERB 150
14_94088587_G/A no sinonima rs4905081 A=0.3625 KIAA1409 456
14_94103602_G/A sinonima rs4905082 G=0.4873 KIAA1409 613
14_94245649_A/G sinonima rs4905087 A=0.4006 PRIMA1 504
14_95918625_T/C sinonima rs4905318 C=0.4547 Cl4orfs9 572
14_95918741_G/A intronica rs4905319 A=0.4889 Cl4orf49 615
14_95918745_C/T intronica rs4905320 T=0.4515 Cléorf49 568
14_95918759_C/T intronica rs4905321 T=0.4603 Cl4orfs9 579
14_95080803_G/A no sinonima rs4934 A=0.4404 SERPINA3 554
14_93542681_A/G intronica rs57173352 G=0.1789 ITPK1 225
14_93814493_A/G 3'UTR rs58621064 G=0.1626 coxsc 147
14_94004314_T/C intronica rs60388385 C=0.0874 KIAA1409 79
14_94732228_C/T intronica rs61680676 T=0.0922 PPP4R4 116
14_94722748_T/C intronica rs6575402 C=0.3585 PPP4R4 451
14_94847415_A/G no sinonima rs6647 G=0.2488 SERPINAT 313
14_93081653_C/T intronica rs75641131 T=0.079 RIN3 100
14_94203917_C/T intronica rs8005268 C=0.4579 PRIMA1 576
14_95088626_G/C intronica rs9323910 C=0.244 SERPINA3 307
14_94756750_T/C no sinonima rs941591 C=0.3784 SERPINATO 471
14_94160611_G/A intronica rs960888 G=0.4666 KIAA1409 587
14_93398031_G/C no sinonima rs9658655 C=0.1526 CHGA 192
14_95906321_G/A no sinonima rs9671369 A=0.4022 Cl4orf49 506
14_93170993_C/T sinonima rs9791 T=0.282 LGMN 355

Taula 17. Caracteristiques de les 62 variants de U'exoma de lindividu afecte de MH situades dins la regi6 de lligament. A la columna “Variant”

s'hiindica el cromosoma, la posicié cromosomica i el canvi de nucledtid de cada variant

Analisi de les variants de tot lexoma

La manca d'un canvi que pogués explicar la MH dins la
regio de lligament, ens va portar a realitzar U'analisi de les
variants localitzades a tot l'exoma. En tot l'exoma hi havia
22131 variants. Després de filtrar mitjancant les dades del
dbSNP, dels 1000G i del CNAG, van quedar 555 variants.
D’aquestes, 305 eren neutres, 94 es localitzaven en regions
reguladores i 156 tenien un efecte perjudicial; entenent

com a perjudicial variants no sinonimes, modificadores

109

de llocs de splicing o modificadores de codons STOP. Les
156 variants predites com a perjudicials, van ser analit-
zades mitjancant el software Polyphen-2 (http://genetics.

bwh.harvard.edu/pph2/) el qual en va classificar 36 com a

probablement perjudicials. D’aquestes, vam realitzar una
recerca bibliografica per determinar si alguna es localitzava
dins un gen que pogués ser candidat sense obtenir-ne un

resultat positiu.
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Avaluacio de les variants candidates

Degut a lelevat nombre de variants restants, vam decidir
utilitzar les dades obtingudes en l'analisi de lligament a
nivell genomic realitzat préviament per determinar sialguna
de les 36 variants cosegregava amb la malaltia dins de la
familia (Cuenca-Leon et al., 2009). Per fer-ho, vam utilitzar
el programa EasylLinkage Plus v5.05. Per a cada gen es
van seleccionar 5 SNPs distals i 5 SNPs proximals i es va
realitzar una analisi multipuntual seguint un model para-
metric amb heréncia dominant, penetrancia del 95% o del
99%, taxa de fenocopies del 1% i prevalenca de la malaltia
del 0,1 0 0,5 %. Vam fer una primera analisi considerant
com a afectes els individus MH, després una segona analisi
considerant com afectes els MH i MA, després els MH, MA
i MO i finalment una darrera analisi considerant els MH
afectes i els MA i MO com a fenotip desconegut. De les 36
variants, 3 tenien un LOD score > 1. Aquestes, localitzades
en els gens LRITZ, DPYSL4 i SYNEZ, van ser sequenciades
mitjancant seqiienciacié Sanger en els 19 individus de
la familia per determinar si cosegregaven amb MH. Les
caracteristiques dels encebadors i de les condicions ex-
perimentals es troben resumides a la taula 18.

GEN VARIANT SEQUENCIA DE LENCEBADOR LLARGADA DEL TEMPERATURA
(5°A3’) PRODUCTE D’UNIO (°C)
AMPLIFICAT (PB)

Fw ~GGGAACATGAAACAGAATCTCC
DPYSLA O15C>6 Ry TCTCCAACTTCCACTCAAACCT 386 >

Fw ~TCCTGGTGAATTCCTACCTGAT
LRIT2 823G>A Ry -AATTCAGGGCTATCCCAATCTT 3460 »

Fw —AGCAAATGACTGTGATGGATTG
SYNEZ ¢.20415C>6 Rv -AAACACCAACTGGAGGAACACT 390 >

Taula 18. Seqliéncia nucleotidica dels encebadors, llargada del producte amplificat en parells de bases (pb) i temperatura d’unié de cada
parella d’encebadors de l'analisi de les variants candidates de Uexoma. Fw indica forward [encebador directe] i Rv reverse (encebador invers]
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Ales seglients figures (16, 171 18] es representa el pedigri
de la familia amb els resultats obtinguts de les 3 variants
seleccionades. Com s’hi pot veure, cap de les 3 presenta

una cosegregacio correcta amb la patologia.
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Figura 17. Pedigri de la familia amb
els resultats de la seqiienciacio de
la variant c.823G>A del gen LRIT2.
Els individus en negre sén els afectes

de MH, els grisos fosc els de MA,
els grisos clar els de MO i els blancs
els sans. Els electroferogrames
enquadrats en vermell indiquen la
preséncia de la variant c.823G>A i

Figura 16. Pedigri de la
familia amb els resultats de
la seqiienciacid de la variant
c.615C>G del gen DPYSL4.
Els individus en negre son els
afectes de MH, els grisos fosc
els de MA, els grisos clar els
de MO i els blancs els sans. Els
electroferogrames enquadrats
en vermell indiquen la preséncia
de la variant c.615C>G i els
enquadrats en negre indiquen
la variant normal. FHM indica
migranya hemiplegica familiar.

els enquadrats en negre indiquen la

variant normal. FHM indica migranya

hemiplégica familiar; ? indica que no
es va poder determinar la seqiiéncia

d‘aquest individu.
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Figura 18. Pedigri de la
familia amb els resultats de
la seqiienciacio de la variant
€.20415C>G del gen SYNE2.
Els individus en negre son els
afectes de MH, els grisos fosc
els de MA, els grisos clar els
de MO i els blancs els sans. Els
electroferogrames enquadrats
en vermell indiquen la preséncia
de la variant c.20415C>Gi els
enquadrats en negre indiquen
la variant normal. FHM indica
migranya hemiplegica familiar.
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3. ESTUDIS GENETICS EN MIGRANYA

En aquest apartat es presenta un estudi d'associacié genéti-
ca en la forma més comuna de migranya: la migranya sense
aura. Aquest estudi ha estat realitzat com a grup col:-labo-

rador dins el /nternational Headache Genetics Consortium.

ANNEX 6

UN ESTUDI D’ASSOCIACIO A NIVELL GENOMIC
IDENTIFICA UN LOCI DE SUSCEPTIBILITAT A LA
MIGRANYA SENSE AURA

RESUM

La migranya sense aura (MO] és la forma més comuna
de migranya, caracteritzada per la preséencia d’episodis
freqlients de cefalea incapacitant i de simptomes autono-

mics associats.

Per tal d'identificar variants genétiques comunes associa-
des amb aquest tipus de migranya, es va realitzar un GWAS
on es van analitzar pacients amb migranya sense aura (MO).
L'estrategia que es va seguir en aquest estudi es va basar en
una primera fase de descobriment que incloia una mostra
clinica de 2 cohorts de pacients: una d’elles d’Alemanya i
Ualtra d’"Holanda. Aquesta primera fase es va realitzar en
un total de 2326 pacients i 4580 controls. Els SNPs que
presentaven valors estadistics més significatius van ser
replicats en una segona fase de replicacié. En aquesta fase
es va utilitzar una mostra clinica de 4 cohorts de pacients:
una d'Espanya, una d'Holanda, una de Finlandia i una de
Noruega. En total, es van replicar els resultats en 2508
migranyosos sense aura i 2652 controls.

Dels resultats obtinguts mitjancant la fase de descobriment
i la posterior fase de réplica, es van trobar associats a mi-
granya un SNP localitzat en el gen MEF2D i un SNP proper
al gen TGFBR2. També es van trobar SNPs que suggerien
una tendeéncia a la replicacié en el gens PHACTR1i ASTN2.
A més a més, es van replicar els resultats obtinguts en un
GWAS anterior, trobant novament associats a migranya els
gens TRPM8i LRP1T.

\4

113

Aquest estudi identifica el primer loci d’associacié a suscep-
tibilitat a patir MO, permetent un avenc en el coneixement
en aquest trastorn neurologic tant debilitant.

La participacio del nostre grup de recerca en aquest estudi
es va basar fonamentalment en la inclusié d'una cohort de
837 individus amb MO i 1000 individus sense migranya en
la fase de replicacid dels resultats obtinguts en la fase de
descobriment.
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Genome-wide association analysis identifies susceptibility
loci for migraine without aura

Tobias Freilinger"**, Verneri Anttila™**, Boukje de Vries™**, Rainer Malik', Mikko Kallela®,

Gisela M Terwindt’, Patricia Pozo-Rosich®?, Bendik Winsvold™', Dale R Nyholt'!,

Willebrordus P | van Oosterhout”, Ville Artto®, Unda Todt"?, Eija Himildinen™*, Jéssica Fernandez-Morales™,
Mark A Louter™", Mari A Kaunisto®", Jean Schoenen'®, Olli Raitakari®, Terho Lehtimiiki'?,

Marta Vila-Pueyo'®, Hartmut Gibel'?, Erich Wichmann®®, Célia Sintas®'%, Andre G Uitterlinden®,

Albert Hofman®*, Fernando Rivadeneira®™®, Axel Heinze'?, Erling Tronvik®, Cornelia M van Duijn®,

Jaakko Kaprio**®*, Bru Cormand®'*%, Maija Wessman*'%, Rune R Frants®, Thomas Meitinger®®%,
Bertram Miiller-Myhsok™, John-Anker Zwart'®, Markus Firkkili®, Alfons Macaya'®, Michel D Ferrari’,
Christian Kubisch'?, Aarno Palotie®2-337 Martin Dichgans'*7 & Arn M | M van den Maagdenberg™ 7

for the International Headache Geneties Consortium®™

Miggraine without aura is the most common form of migraine,
characterized by recurrent disabling headache and associated
autonomic symploms, To idenlify common genetic variants
asspciated with this migraine Bype, we analyred genome-wide
assnciation data of 2,326 clinkc-based German and Dutch
individuals with migraine without aura and 4,580 population-
mealched controls, We selected S5Ps from 12 boci with 2 or

e SMPs associated with Pvalees of <1 = 1077 for replication
testimg in 2,508 individuals with migraine without aura and 2,652
controls, SMPs at two of these loci showed comvincing replication:
al Tgg22 fin MEF20), replication P = 4.9 5 10~ combined P = 7.06 x
10"y and at 3p24 (near TGFRRZ; replication P = 1.0 x 1074
combined P = 1.17 = 1077, In addition, SMNPs at the PHACTR]
and ASTANZ loci showed sugmestive evidence of replication

(P = 0,01 ; combined P = 3.20 = 10~ and P = 0,02 combined

P =386 = 107", respectively), We also replicated associations

al two previously reported migraine loci inor near TRPME

and LRPT, This study identifies the first ssssceptibility loci for
mvigraine without aura, therely expanding our knowledge of this
dehilitating neurological disorder,

Migraine is a disabling eplsoddic neurovascular brain disorder affect-
ing 12% of the general popalation’ Y. Migraine attacks are typically
characterized by severe, throbbing unilateral headache and nausea,
vomiting and photo- and phonophobia {migraine without aura). In
up b one-third of affected individuals, sttacks may be associated with
newrological aura symptoms (migraine with aura), Previous genome-
wide association studies (GWAS) identified a migraine susceptibilaty
locus on chromosome 8q22, close to MTEH, in the clinic-based
International Headache Genetics Consortium ([HGC) migraine

A Rl Bt of stfiainnd apphan & (e el of [P Bagsr,

with aura study® and at three other loci in or near PROA S, LEPI
and THPME in the population-based Womens Genome Health Study
{WGHS) of migraine®. Suggestive evidence for associstion was also
found for TRPME (F < | = 1077} in the clinic-based [HGC migraine
with aura GWAS®. Here, we report the first GWAS of migraine with-
ouil aiira, the most common form of migraine. We analyzed two large
samples from headache centers In Germany and The Metherlands,
including 2,326 individuals with migraine withowt aura and 4,580
population-matched controls  (Supplementary Fig. 1 and
Supplementary Note], A quantle-quantile plot of the joint
apalysis [Supplementary Fig. 2) and an overall genomic inflation
factor [A) gl of 1.03 were used as final quality control measures. In
the discovery data set, we identified [ locus associated at genome-
wide significance (P < 5= 10°") on chromosome 1q22, as well as 11
additional loci containing multiple SNFs with suggestive evidence
for assochation (P < | = 1077 (Supplementary Table 1). Eighicen
SMPs from these 12 loci were taken forward 1o the replication stage
in 4 independent clinic-based European migraine without aura
samples | 2,508 cases and 2,652 conirols) (Supplementary Fig. 1 and
Supplementary Table 1). Eight SNPs in six locl showed P values of
<005 in the replication study, and five of these SNPs also showed
P values of <5 = 10°% in the meta-analysis combining the discovery
and replication cohorts (Fig. 1, Table | and Supplementary Fig. 3),
Associations were replisated for four loci (a1 122, 3p24, 6p24 and
9q33), although replication was less convincing for the boci al 6p24
and #q33%, with replication P valwes of 0,012 and 00018, respectively,
even though association F values for these loci were <5 x 107" in the
overall meta-analyvsis, In addition, we tested 1op SNPs of the four pre-
viously ideitified migraine-assoclated loch (al 1p36, 2q37, 8922 and
12q13)** in the replication stage { Fig. 2 and Supplementary Table 1),

Recand 13 Decembar 201 11 bicapled 3 hlay 2012 pubilisbed snlivs 10 June 200 32: doi; 10,1 038%g 2307
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migmiber of cases in each cohort,

of which the associations 31 2937 and 124q13 were convincingly repli-
cated. Because migraine is mare prevalent in women, we performed
gender interaction analysis for the reported 5NPs (Supplementary
Table 2. Mo significant interactions were observed, and all SKPs
had relatively similar odds ratios (ORs) in both genders. To further
extend our analyses, we searched for expression quantitative trait loci
(e TLs) that mapped to the associated SNPs in available data sets of
tissues and cell lines™, but we did not observe consistently significam
) TLs for any of the SN Ps shown in Table 1.

The locus at 1922 contained six SNPs that were associated with
genome-wide significance {# 2 5% 10°%) in the discovery stage of the
analysis and that weee all in <lose linkage disequilibrivm (LD = = 0.98),
The rs 1050316 and rs3790455 SNPs were taken fsrward to the rep-
lication dage, and associations were successfully replicated (overall
meta-analysis P values of 3.21 = 10" (OR = 1.19) and 7.06 = 10!
(OR = L3O, respectively] (Fig. 1, Table 1 and Supplementary Fig. 3).
Al sssociated SNFPs were located within the MEF2D gene (encoding
myocyte enhancer factor 203) (intronic and within the 3° UTR). The
MEF2D protein is a transcription factor that is highly expressed in
brain. MEF2D) regulates newronal differentiation by supporting the
survival of newly formed nenrans” Perhaps even more relevant to
migraine, reuronal activity -dependent activation of MEF2D restricts
the number of excitatory synapses'®, As the brain in migraine is
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hyperexcitable!!, it is tempting to speculate that MEF2D dyssegula-
tion might affect neuronal excitatory neurotransmission in individu-
als with migraine without sura, There is some evidence for increased
levels of glutamate (the main brain excitalory neuralransmitter) in
individuals with migraine' ", and increased glutamatergic neuro-
transmission was reported in a transgenic knock-in mouse mode]
with a pathogenic mutation in the human CACNATA gene associ-
ated with hemiplegic migraine'®, A role for MEFZD dysregulation
in migraine s also plausible given that several MEF2 transcriptional
targets have been associsted with other neurological disorders, such
as epilepsy™™ 7. Notably, pitubtary adenylate cyclase-activating
polypeptide-38 (PACAP-38), which is encoded by one of the
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Figuee 2 Aegional and forest plots Tor 1k
iprevicarsdy reported kool associated with migraing
that reglicate in the curmend migraine wishout aura

study. (8, b] Regional association plots (generated
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activity-regulated MEFZD target genes and
modulates excitatory synaptic transmission,
may triger migraine-lioe attacks in persons
with migraine without aura'®, In mice, PACAP-38 ks involved in
nitraglycerol-induced trigeminovascular activation™, which is the
presumed origin of the migraine headache™,

The locus at 3p24 contained the top SNP 7840543 (discovery P= 2,72 =
105, OR = 1.20). This SNP shewed strong replication of association
(P = 1.02 = 104} and reached genome. wide significance in the meta-
analysis of the discovery and replication samiples (F = L17 = [
OR = 1.19] (Fig. 1. Table 1 amd Supplementary Fig. 3. rs76405343 is
located - 200 kb upstream of TGFRR2 (encoding transforming growth
factor b receptor 2), The encoded serine-threonine kinsse is invelved
in the regulation of cell proliferation and differentiation, as well as in
extracellular matrix production™!. TGFRRD (s an attractive candidate
gene for migraine, as the missense mutation in TGFER? leading to
# poArgdsiHis substitution not enly caused seemingly monogenic,
familial aertic dissection but also caused migrainous headaches in 11
of 14 mutation carriers in alarge mu]ligrrlrminn:lﬁ.mlly”.'l‘hh may
fit with the observation that migraineurs seemed to have a twofold
increased risk for cervical artery dissection®,

For the lecus a1 6p24, the 9349379 SNP reached genome-wide
significance when combining the data from the discovery and
replication samples (P = 3,20 = 10, OR = 0.86) (Fig. 1, Table |
and Supplementary Fig. 30, Five 3NPs {with association at P < | =
10°%) were taken forward to the replication stage (Supplementary
Table 1). All five SNPs were located in PHACTR! (encoding phos-
phatase and actin regulator 1), The encoded protein is a member of
the PHACT R scapinin family, which controls synaptic activity and
synapse marphology through regulation of protein phosphatase |
and actin binding™ . PHACTRI has further been implicated in
endothelial cell function™ and susceptibility to early-onset myocandial
infarction®”, Thus, the link between PHACTRI and migraine could
e neurenal, through sberrant synaptic transmission, or vascular,
as endothelial dysfunction, cardiovascular disease and myocardial
infarction all seemed to be linked with migraine™, Like TGFBR2,
PHACTR! may also be involved in systemic vascular disease through
a TGF- P signaling pathway.

The bocus at 9p33 with the top SNP sed78241 reached genome-
wide significance in the mets-analysis of the discovery and replication

THE

>
(ebn rmfs et T

samples, although there was heterogeneity (17 = 0.57) in the repli-
cation samples (P = 386 = 10°%, OR = L.16) (Fig. 1, Table 1 and
Supplementary Fig. 3). In one of the four replication cohorts, the
effect direction was opposite 1o those observed in the discovery
sample and the other replication samples. This locus should be con-
sidered tentatively, and further studies are needed to confirm its
relevance to migraine. refd7E241 5 located in ASTNZ, a member of
the astrotactin gene family, which has a role in the glial-guided migra-
tion that seems important for development of the laminar architecture
of cortical regions in the brain™. Although structural sbnormalitics
in migrainewrs have been reported in the somatosensery cortex™
and the cerebellum®!, they more likely reflect degenerative processes
related to severe migraine attacks than developmental problems,
Therefere. it remains unclear a1 present how ASTN2 could have a
rale in migraine pathophysiology.

In addition, two of the four previously reported migraine loei®#
showed significant association in the current clinic-based migraine
without aura GWAS, Two top SNPs (P = 0,52) in the migraine-
asociated bocus at 2q37 reached genome-wide significance in the
overall migraine without aura meta-analysis (rs10166942: P = 9.83 =
10°1%, DR = 0.78; rel 7R62920: P = 5,97 = 10°%, OR = 0.77) (Fig- 2.
Table | and Supplementary Fig. 3). The 10166942 SNP is located
approximately 1 kb upsteeam of the predicted transceiptional start
site of TRPM S8 (encoding transient receptor potentisl melastatin 8),
whereas rs| 7862920 is located in the first intron of TRPME. TRPMS
encodes a cold- and menthol -activaied jon channcl that is expressed
in sensory neurons, The gene was identificd as a migraine suscepti-
bility gene, both in the population-based WGHS migraine GWAS®
and i the dlinie-based THGC migraine with aura GWAS®. The effect
direction af these SMPs was the same in all three studies, and the
effect size estimates were similar (OR = 0,78 in the clinic-based THGC
migraine with aura sudy for rs17862920 versus 0.77 in the present
study; OR = 0.85 in the population-based WGHS migraine study
for rs10 168942 versus 0,78 in the present study). TRPMS could be
involved in cataneows :Il-u-l;lﬂ\h”'“_ which s defined as pain due
o thermal or mechanical stimuli that nermally do aot proveke pain,
and is present in the majority of individwals with migraine.
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The top SNP at the previously reported migraine-assockated locus
at 12g13 {ref, 6) resched genome-wide significance in the overall
migraine witheut aura meta-analysis (sl 1172113 overall #= 297 «
10°%, OR = 0.86) {Fig. 2, Table 1 and Supplementary Fig. 3).
rsd 1172113 Is located within the first intron of LEPL, which encodes
the low-density lipoprotein neceptor-related protein 1, a protein that
I3 expressed in multiple tssues, including neurons and vasculature.
LEP1 isa cell surface receptor that acts as a sensor of the extracellular
environment: it is involved in the proliferation of vascular smoath
muscle cells and modulates synaptic transmisston®**%, A possible role
for LRP1 v migraine can be envisaged becanse of its neunonal and/or
vascular function,

Addressing the guestion of whether migraine with aura and
migraine withoul aura represent different disease entities™ ™, we
tested the top SN Ps from the six loci from the curremt migraine with-
oul aura study in gilice in our previous THGC migraine with aura
GWAS data set® {Supplementary Table 3} Excepi for the locus
at 3p4, all loci showed P valwes below 0,05 in the migraine with
aura data set, and ORs were in the same direction in both studies.
The TRPMS locus showed the most significant I value for associa-
thon (sl 786920 2,09 « 1075, OR = 0,78; rs10066943: 132 = (0%,
OR = (.82) in the migraine with aura data se1. Notably, rs 10066942
also showed assaciation in the WGHS migraine study (P= 2300 1077,
OR = 0,86 in the initial scan)®. This suggests that TRPMS may have a
rale in varkus forms of migraine. In contrast, the rs 1835740 SNP at
8422 in the THGC migraine with sura GWAS® pointing at MTIH as
the putative migraine susceptibility gene” did not show association
in the present GWAS (P = (.70} noe in the pepulation-based WGHS
migraine GWAS® [P = 0.22). This may suggest that MTDH conlers
mare susceptibility to awra than 1o headache.

In comelusion, we present the first GWAS of migraine without aura,
the most common migraine type. and identify several associsted loci.
Two loci (MEF2D) and TGFRR2) showed convincing associatbon in
the replication stage and genome-wide significance levels in the com-
bined meta-analysis. Replication for the PHACTRI and ASTNZ boci
was weaker, and additional studies are needed to test their relevance
as migraine susceptibility loci. In addition, two of the four previously
identified loci associated with migraine { TRPME andd LEPI) were rep-
licated in this clinic-based migraine without aura study. Functional
studies are necessary to dissect the exact underlying molecular path-
ways In order to identify putative treatment targets for this commaon
debilitating brain disorder.

URLs, GWANA, hitpa fwww.well.oac.uk/ gwamal; NCBIL hitge/fwww,
nchinlm.nib.govl; HapMap 3 data, hitp:/thapmap.ncbinlm.nih.gov:
IMPUTEZ, hetp/fmathgen statsox ac.uk/imputelimpute_v2html;
SNPTEST, hitpe!f wwwstuts onac ub - manchini/ softwarne/gwasfsnplest.
html; LocwsZoom, http'icsgsphamich.eduwilocussoom’; Genotype-
Tisstie Expression (GTEx) «QTL Browser, htpe! 'wwiwenchinlm.nih.
povigiexfiesU GTEXY plexcgl.

METHODS
Methods and any asseciated references are available in the online
version of ihe paper.

Nole Supplementary nformarion i evailable (m the oo veraion of the paper
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OMLINE METHODS

Crverall study design. The discovery stage of the study was based on an
analysis of de movo genotyping in two large migraine without aura sample sets
from beadache clindes in Germany [Munich and Eiel) and The Netherlands
{Lelden) (Supplementary Fig. 1), Popalation-meiched controls were
recruiled from stuclies with exisling genotyping data (details of siudy cohoris
ansd contrals are given in the Sapplementary Mote). For both sample sets,
raw data were imputed 1o approximately 1.4 million 38Ps wing HapMap 3
release 3 {rel. 390 as a relerence panel. Asan indtial step, genome-wide logis-
tie megresaion anadyvais was performed indepondendly in both sanples, aml
mietn-analysis was then performed for the teo data sets, Subsequently, the
top SN from the meta-analysds were tested for replication in four smaller,
clinic-based migraine without aurs samples from Finland (Heladnki), Spain
{ Barcelonal, Morway { Trondhein) and The Ketherlands (Leiden) (Fig. § and
Supplementary Fig. 11

Ethical aspects. Written informed comsent was obtained from all partici-
panis, and the stuly was approved by the respective lecal reseanch ethics
commitiers of the Kinikum Grofhadern, Ludwig-Maximilian-University
(Germany), the University of Leiden Medical Cenire {The Metherlands), the
Helsinki University Central Hospital {Finlend), the Vall d'Hebron Ressarch
Institute [Spain) ansd ibe Regional Committes for Medical and Health Research
Exhies [Marway i,

Discovery-slage genotyping. Geromic A was extracted from peripheral
Ilomd saniples scconding to standard protocals, Genotypiing of the German
GYWAS n.rrlptt was performed al the Genome Amalysis Center at Helmholiz
Fendrum Minchen using the unying Human s10-Cruad ¥1 [n = B38) or
[Mhsnaing Human S60W-Cuad 1 {0 = 191 SNI* microasrays seoonding 1o the
Infiniam 1 protocol from the manufacierer. I‘."-rerh:q'pe ul.ln; WS Pirfﬂlﬂ'l'lll
using Hlumina Gencall data analyses software. Genotyping of the complete
[hstch GAWAS samaple was performed a8 the Wellcome Trissa Sanger Instiue
using IMumima 660W technology. Genotype calling was performed using
[haminus solbware .

Replication-stage genotyping. For the replication study, all cases and controls
were geiotyped at the Wellcomse Trust Sanger Instifute using mabrix-assisbed

a multidimensional scaling plot of the genome-wide identity -by-state (IBS)
palrwise diseance meatrix in PLINK

Before imputstion, 452,154 SNPs for 3,772 individaals (1308 cases and
L5644 comtrals) were in e German data sel, aned 494,760 S8 Ps for 3,134 imdi-
viluals {1,118 cases and 2,006 controls)h were in the Dutch daxa ser.

Impuiation. Imputation of the German amd Dutch discovery samplo was
performed wusing IMPUTE? {v2 1.0 for the German samples and v2.1.2 for the:
Diutch samplesi?!. For the phased haploid reference panel, we used Haphap 3
rebease 3 Febrieary 2009) samples (= L0011 a8 provided by the [M1UTE2
website {see URLs). We followed the recommended parameters for imputa-
thm, with the exception that we used different numbers of copying states
(& = &0 for the German and B0 for the [usch samples] and a larger bulier
size for the Dutch samples (200 kb instead of 250 kb). After impatation,
wt s inndividual call posterior probability of =0.% and info measare I(A]
af >(ké as cutolfs o enswre high bmpistation data quality. From 1411821
SWPs after imputation, 165,433 SNPs were excloded on the basis of gualiy
cantral analysis.

Statistical analysis, For the GWAS data From ihe two inithal stusly samples,
wet analyped the imputed slbele dosage daka with SNPTEST software (vee-
slon 220 see URLs) o generate population specific summary statistica
W sised the presence of migraine a5 a binary phenalype and asaumesd an
additive mwdel, In accordance with our previous clipic-baved migraine with
amra GWASE, association analysis was not correcled for age or gender. The
primary reason for nob using age as & covariate was that age infornaiion
was ol available for some of the control cohorts, However, the majority of
the individuals in the coborts were of working age, similar o our case sam
ples. The missing data siore Hhkelibood sption was ssed to handle missing
data, For ihe rq1l.|.|:d.hu1. siudies, ‘mnl‘pp-ed markers were analyzed using
the same model as was used for the discovery samples for the population-
speciiic resulis,

A FAxed-effect meta-analysis of the sammary statistics was conduched
using GWAMAY {(see URLs), first on the two discovery samples for the
primary results. In the discovery Iul-ﬂl_Fl-E micts-analysis, only SNPs tho
were przunt in both data sets were retained and filtered for having het-

laser demrpllﬂrumqlulh:n Ilnud-l'h;hHH.ﬁl.l.'ll-Tann SpeCtroTeetry
with Sequenom Mass ARRAY methodology. Amplification reactions and
parameters were based on the manufsctarers imtrsctons, Each 388-well
plate comtained positive (Centre I'Emnde du Polymorphism Humain (CEPH)
DMA) and negative cortmals 1o check for assay performance and contamina-
4o, wuuvdrz Spn:twlﬂ' wnfiware & Pl e by the i arer was
useid 1o automatically call the genotypes. Clisters were checked manually, and
all doubitul calls were evabuated.

In the I'l!‘l:l|h:llh:\:n. stage, we sclected all boci with at least two SN Ps with
Fe | ow 10r® in the discovery stage for follow. up (Supplementary Table i)
T WP wach were sebectad From the loci consideral o be mos convincng
[MEF2D, FHACTR I, near TGFRR2 and FH15), and one SN cach was selected
{rom the remaining kol (Supplementary Table 1), At the PHACTRI locus,
as we observed both effect directions for minor alleles in the discovery stage.
we chose three sdditional S5Ps {for a total of five) for follow - ap at this kcus
16 robusily cover posaible heterogeneity. In adldition, the top S5 from the
ferur previously reported migraine-associated le<i [Supplementary Table 1}
were included in 1he replication stage.

Cuality contrnd. To ensure kigh data gasling the dats sets frons the primary
sty were suljected to per-S5P and per-sample quality control analysis befone
el after impuitation, In both typses of analysis, cutalfs of 1% for minoer allele
frequency and 1 x 107* for Hardy-Weinberg equilibrinm (HWE) / values
were wied For cases and comrals Indepemdently {as the cases and contrals
were genotyped indepemlenily in both popalaiions], and the latier was alse
used for the combined st of cases and controls. Further, SNPs with call rates
of <¥7% were exchuded. Subjects with a genolyping rate of <57% and subjecis
whe were closely relsied o cach other {7_hat > 0L15] were removed, 2 were
those with cryptic relaiedness and those considered to be heterorygosity oat-
liwrs. I sddition, population outlion were excluded by maneal selection from

whoi: L 103 Ring. 2007

ity 1* of <05, This moderatedy high threskoldd for 1¥ was
thnunqu reflect ithe expectation of some differences im associalan il;lu'l:.
of common markers due 10 varying LD structure. Afler replication, all
six stualy sets (two discovery and fowr replication samples) were included
im the overall meta-analysis. Reasonable genomic inflation was ohserved
{4 = L5, &g = LOB1) Consistency of allelic effects across studies was
examined using the Cochrans " apd M {ref. 45) metrics, Between-stusdy
{effect) heterogeneity was indicated by Q-statistic P valmes (F < 0.1} and
maderate (35-50%) of larger 12 values®™, Meta-amalysis of SNPs assod-
ated with 5 1 = 10°% and showing evidence of effect heterogeneity was
alsa performeed using a random-elfects model'’. Manhaitan and quantile-
quantile plots were generalind from the resulling data of 1,246,388 SN
{Smpplementary Fig. 2.

I gersler cifects analysis, we anabyzed the effect of inclusding gemder infor-
matien in the association analysks for the direcily genotyped 58P at vach of
the mewly identified lisci. We analysad the S5Ps in PLINEY wing o loglstic
regresslan I assimiing ¢ effects and with covariste sljustmem
for pogulation lentily and compared the outpu with resalts fnom male- and
female-only analyses. In addition, we conpared the resubts 1o those from a
regressbon analysis where an additiomal tian § Ietween
gender and gerotype was included in the model

el J T anallysis. In the ol T1 analysbs, we asigses] publichy available dats from
o published ()T studies™. In these data sets, &8 described in the osiginal
publications, association beiween the genotypes of the mosl mboresting 541
and gene expression were smlyred wing Spesrman rank correlsifon fir all
genes within a 2-Mb window surrcanding the SN of interest. Significance
was ansansd by comparing the observed Pyalue st s 00001 threshokl with the
neinimun P orahies from each of the 10000 permutations of the expression
vabues relative io genotypes™ % In an additional approach to identify eQTLs,
wie gnploed ihe LIS Natlonal Instituies of Healih (NIH] Genotype-Tiswe
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Expression [GTEz) database. GTES data did peot shivw any evidence of associa-
tion between genalypes amsl gere expression (data oot shown),
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4. Howes, BN, Doreslly, P & Maichei, I A Niesills ahd s2cutile penolyies imputalion
method for the mest generabion of genome-wide swsccabion stodes. PLo% Ganet
5, a[DO052% (200F],
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GENETICA | EPIGENETICA

DELS TRASTORNS NEUROLOGICS PAROXISTICS

4. ESTUDIS EPIGENETICS EN
MIGRANYA

Enaquest apartat es presenta U'estudi epigenétic en un mo-
delanimal d'un de les formes més comunes de migranya:

la migranya amb aura.

ANNEX 7

CANVIS EPIGENETICS EN UN MODEL DE
MIGRANYA AMB AURA EN RATA

RESUM

La migranya amb aura (MA) és un subtipus de migranya
caracteritzat per la presencia de pertorbacions neurolo-
giques reversibles que precedeixen la cefalea. Es postula
que els mecanismes epigenétics medien la susceptibilitat
a patir migranya. La depressid cortical propagant (DCP), el
fenomen fisiologic subjacent de l'aura migranyosa, és una
ona de despolaritzacid i depressid neuronal que es supri-
meix amb l'administracié cronica d'alguns tractaments
preventius de migranya, com per exemple lacid valproic
(VPA) i el topiramat (TPM). Mitjancant un model de DCP
en rata, vam investigar si el VPA i el TPM disminueixen la
susceptibilitat a desenvolupar DCPs induint canvis en la

metilacio de ADN cerebral.

Esvan tractar rates mascles adultes Sprague-Dawley amb
VPA, TPM o sérum durant 4 setmanes. Es van induir DCPs
mitjancant KCl durant 1 hora. Es va extreure ADN dels
cortex cerebrals per tal de realitzar un estudi de metilacié
de UADN a nivell gendomic. Els resultats van ser analitzats
mitjancant el software MEDIPS per tal d'obtenir regions
diferencialment metilades (RDM). Els gens que contenien
RDMs van ser analitzats mitjancant els softwares GO i
KEGG per tal d’analitzar Uenriqguiment de vies funcionals i
mitjancant el software IPA per construir les xarxes geniques.

Ambdds tractaments van reduir la intensitat de les DCPs i
van induir diferéncies de metilacié (DM) en gens pertanyents
ales vies de “activitat sinaptica”. El tractament amb VPA es

va associar amb DM en gens codificants de canals ionics

\4
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i gens involucrats en el transport de glutamat. El tracta-
ment amb TPM va promoure DM en gens involucrats en
el desenvolupament i la diferenciacio neuronal i en el gen
Rhobtb3, el qual codifica per una proteina que interacciona
amb el receptor de serotonina 5-HT7. La DCP va modificar
la metilacio de gens involucrats en el creixement axonal,

la modulacio del dolor i la proliferacié neuronal.

Aquests resultats podrien indicar que el VPA i el TPM
protegeixen davant les DCPs degut al seu efecte sobre la
metilacio de LTADN, emfatitzant la importancia dels meca-
nismes epigenetics en la susceptibilitat de la migranya. Es
necessiten més analisis per tal de determinar el potencial
dels gens identificats en la determinacié de la migranya

en humans.
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Epigenetic changes in a rat model of migraine with aura

Marta Vila-Pueyo, Moélia Fernandez-Castillo, Ana Queiros, Marta Kulis, Ifaki Martin-
Subero,BruCormand, Patricia Pozo-Rosich, AlfonsMacaya

ABSTRACT

Objective: Migraine with aura [MA) is a subtype of migraine characterized by reversible
neurological disturbances precedingheadache, Epigenetic mechanisms are postulated to
mediate migraine susceptibility. MA neurophysiological carrelate is cortical spreading
depression (C50), awave of neuronal depolarization and depression that is suppressed by
chronic administration of the migraine preventive drugs valproate (VPA) and topiramate
(TPM).Using a C5D rat model, we investigated if VPA and TPM lower the susceptibility to
develop C50 by inducing changes in DNA methylation in the brain.

Materials and methods: Adult male Sprague-Dawley rats were treated with VPA, TPM or saline
for 4 weeks. C5Ds were KCl-induced for 1 hour. Cerebral cortices were removed and DNA was
extracted to perform MBD-based genome-wide methylation sequencing. Results were
analyzed by MEDIPS software to obtain differentially methylated regions (DMRs). Genes
containing DMRs were analyzed for functional enrichment. DMRs were validated by bisulfite
pyrosequencing.

Results: Both treatmentsreduced C50 intensity and induced differential methylation (DM) of
genes belonging to “synapse activity” pathways including Rimbp2, Pcdhb3 and Gripl genes.
Treatment with VPA was associated with DM of ion channel encoding-genes (Asic2 and Kcnd2)
and of genes involved in transport of glutamate (5/c25013 and Sic38al). Treatment with TPM,
in turn, promoted DM of genes invalved in neural development and differentiation (Wnt7a
and Ankrdé), and also in Rhobtb3 gene,encoding a protein that interacts with the serotonin
receptor 5-ht7. Interestingly, CSD modified the methylation status of genes involved in axon
growth and guidance (Cdhl13 and Ephb2); modulation of pain (Mrgprx3) or neuronal
proliferation (Mapk10).

Interpretation: These results confirm that VPA and TPM protect against C50 in the rat and
induce changes in DNA methylation in the brain, emphasizing the importance of epigenetic
mechanisms in migraine susceptibility. Further analyses are required to determine the
potential of the identified targets in determining susceptibility to human migraine,

Keywords: cortical spreading depression (C50D), migraine, DNA methylation, valproate,
topiramate, epigenetics,

Abbreviations: GWAS, genome-wide association studies; C3D, cortical spreading depression;
EEG, electroencephalogram; Panxl, pannexinl; NMDA receptor, N-methyl-D-aspartate; VPA,
valproate; TPM, topiramate; MBDS, methyl binding domain sequencing; DM, differentially
methylated; DMR, differentially methylated region; CGI, CpG Island; BPS, bisulfite
pyrosequencing; HDAC inhibitor, histone deacetylase inhibitor.



INTRODUCTION

Migraine is a neurological disorder characterized by recurrent attacks of unilateral moderate-
to-severe headache that is aggravated by physical activity and is associated with nausea
and/or photophobia and phonophobia. Approximately one third of migraine sufferers
experience transient neurclogical disturbances that precede the headache: the migraine aura.
Cortical spreading depression [C5D), the neurophysiological correlate of migraine aura, is a
short-lasting neuronal and glial depolarization wave that moves across the cortex and is
followed by a wave of depression of evoked and spontaneous electroencephalogram (EEG)
activity.”* CSD has been largely hypothesized to be the trigger of headache mechanisms’due
to its persistent activation of meningeal nociceptors.™*

Several studies have suggested that significant genetic mechanisms underlie migraine. Qver
the last years, genome-wide association studies (GWAS) have provided significant loci linked to
migraine.""]':I However, they do not explain the whole complexity of this disorder. Migraine
susceptibility is also modulated by external and internal non-genetic factors such as sex
hormones, lifestyle and environmental changes.'' "*This might be explained by the effect of
epigenetic mechanisms. In fact, there is increasing evidence that epigenetic factors play an
important rale in a wide variety of diseases, including neurological diseases such as stroke and
e pilEpfS‘lf.“' is
highlighted in a recent review where a model for migraine pathophysiclogy and chronification
has been proposed.'™ " Also, a study where the methylation status of genes of the calcitonin
gene-related peptide (CGRP)-ergic system probably involved in the generation of a migraine
attack has been published.”

Mareover, the influence of epigenetic mechanisms in migraine has been

& number of studies have proven the suppression of C5D by preventive anti-migraine
drugs,includingthe antiepilepticsvalproate and topiramate, when administered chronically, but
not acutely, in different in vive models of rat and cat.****This need for chranically
administration prompted us to hypothesize that mechanisms involved in migraine prevention
might be acting at a genomic level, involving epigenetic mechanisms such as modifying the
DMA methylation status ofgenes that might be related to migraine susceptibility. Valproate
(VPA) is a potent histone deacetylase inhibitor, a modifier of the chromatin structure and a
facilitator of DNA demethylation,causing an overallincrease of the transcriptional a-:tiuitv,"'
“PA-induced gene expression changes have been examined,both in vitroand in vive.™* &%

23, 322 s
d; nevertheless,all previous

VPA effects on DNA methylation have also been demonstrate
studies are focused on specific genes or changes in global methylation levels, except for a
recent study that analyzed the methylation status of 27K CpG sites in human neuroblastoma
cells.”Tapiramate (TPM) is also a histone deacetylase inhibitor.* Its effects on EEne expression
have been less investigated, but at least onein wvo and onein vitroassays documented
significant va riations. > *

With the aim to understand whether epigenetic changes may affect migraine susceptibility, we
explored the effects of VPA and TPM on DNA methylation in a CSD-induced animal model of

migraine with aura,



MATERIALS AND METHODS

Experimental groups.Thirty-six adult male Sprague-Dawley rats (Charles River Laboratories,
Spain) received single daily intraperitoneal injections for 4 weeks with saline (Fisiologico Braun
0.9%, B. Braun, Spain) VPA (200mg/kg; Sanofi-aventis, Spain) orTPM (80mg/kg; gift by Janssen-
Cilag, Spain); chosen dosages were based on published data.' The animals weighed between
215g and 360g at the beginning of the treatment period and between 290g and 470g on the
day of recordings. Rats were divided into 4 experimental groups (n=%/group): (1) Sham-
operated group: rats were injected with saline, surgery was performed but C50 was not
induced; (2) 5aline group: rats were injected with saline, surgery was performed and C5D was
induced; (3) VPA group: rats were treated with VPA, surgery was performed and C50 was
induced; (4) TPM group: rats were treated with TPM, surgery was performed and C5D was
induced.The study was approved by the institutional ethics committee and guidelines for
animal care were followed.

Anesthesia and surgery.Rats were anesthetized using isoflurane (4.5% induction, 1-1.5%
maintenance, in 70% N:0/30% O;). Temperature was kept at 372C using a heating pad. Rats
were placed in a stereotaxic frame (David Kopf Instruments, USA) and 2 burr holes were drilled
over the right hemisphere at the following coordinates (mm from bregma): (1) posterior 5,
lateral 2: KCl application site; (2) posterior 0.5, lateral 2: recording site. Dura overlying the
cortex was gently removed and care was taken to avoid bleeding.

Electrophysiological recordings.Cortical direct current (DC) potential shifts were recorded with
glass micropipettes (Harvard apparatus, USA) filled with NaCl 4M, 500um below the dural
surface, Ag/AgCl reference electrode (World Precision Instruments, USA) was placed
subcutaneously in the neck. After surgical preparation, the cortex was allowed to recover for
15 minutes under saline irrigation. The data were amplified, digitized and recorded using a
data acquisition system (Neurolog system, UK) and were displayed on an online data analysis
system (CED Spike2 v7.03 software),

C5D induction.C50s were induced by placing a cotton ball soaked with KCI 1M over the pial
surface at the application site, which was kept moist with 5ul every 15 minutes. The total
number of KCl-induced C50s was counted during 1 hour of KCl application.

Samples.After 1 hour of recordings, animals were euthanized by decapitation and brains were
gently remowved from the skull. Right cortices (CSD-induced) were dissected and flash frozen in
liquid nitrogen,

Total DNA isolation.Frozen right cortices of all 36 rats were mechanically homogenized in
liquid nitrogen with a mortar and pestle. DNA was extracted from the tissue powder by using
the QlAamp DNA mini kit (Qiagen, Spain) according to the manufacturer's specifications.
Concentration and integrity of DNA was determined on a Fluostar Optima plate reader (BMG
Labtech, Germany) with the Quant-iT""Picogreen® dsDNA assay kit (Invitrogen, Belgium) on
480/520 nm.

MED-based genome-wide methylation sequencing.We selected 6 rats from each
experimental group to carry out MBD-sequencing. 3 pug of DNA were fragmented on Covaris 52



(Covaris, USA) with following settings: duty cycle 10%, intensity 5, 200 cycles per burst during
190 seconds, to obtain fragments with an average length of 200bp. Then, methylated DNA was
captured using the MethylCap kit (Diagenode, Belgium) and 250ng of it were used to perform
library preparation on Apocllo 324 with PrepX-DNA Library Kit {IntegenX, USA). Library
amplification was performed according to multiplexed paired end ChiIP protocol, Samples were
adjusted to 10nM and sequenced in an lllumina Hi-Saq 2000 (lllumina, USA).

Mapping and peak calling for MBD2 enrichment.FASTO sequence reads were generated using
the llluminaCasava pipeline version 1.8.0. Paired end 51bp sequence reads were mapped to
the rat genome (UCSC assembly rnd, NCBI build RG5C_v3.4) using Bowtie v0.12.9 software.
Bowtie files were converted into bam format.

Quality control of MBD-sequencing.Three different approaches provided by MEDIPS software
vw1.10.0 were used to perform a quality contral of I'u"lBDl—sm:q1.ua~r'n:il'ng.11 First, a saturation
analysis calculates if the mapped reads are enough to generate a saturated and reproducible
coverage profile of the reference genome. Then, it calculates the CpG coverage rate testing the
number of CpGs covered by the given reads and the depth of coverage per CpG. Finally, the
CpG enrichment is calculated to ensure that the enrichment for methylated DNA was correct
by determining the CpG dinucleotide frequency (dividing the sequence reads by the relative
frequency of CpGdinucleotides in the reference genome).

Identification and annotation of differentially methylated regions (DMRs).To identify
differentially methylated regions (DMRs) we analyzed the bam files obtained from MBD-
sequencing with the MEDIPS v1.10.0 software. We considered significant DMRs when FDR £
0.05, fold change = 2 and regions were methylated at least in 4 out of 6 replicates. Genomic
feature data was retrieved from UCSC Genome Browser database (assembly rnd) to annotate
genes described, by using RefSeg Genes, Ensembl Genes, RGD Genes, tRNA Genes and miRMNA
tracks;genes predicted, by using Genscan, Geneid Genes and 5GP Genes tracks;CpG islands
(CGls), by using CpG Islands and CpG Islands (AL) tracks;proximal promaoters, which were
defined as regions within 1kb upstream and 500pb downstream from the transcription start
site of described genes; distal promoters, which were defined as regions within 5kb upstream
and 500pb downstream from the transcription start site of described genes; and conservation,
by using Conservation (multiz9way) track; with MEDIPS software.

Bisulfite pyrosequencing validation.To validate the DNA methylation data, bisulfite
pyrosequencing analysis was performed as previously described - Briefly, genomic DNA was
bisulfite converted using EpiTectPlus Bisulfite Conversion Kit (Qiagen, Germany) according to
manufacturer's specifications, A subsequent PCR amplification was performed using
biotinylated primers (primer sequences are shown in Table 53). Pyrosequencing and data
analysis were performed with the pyrosequencer analyzer PyroMark Q96 (Qiagen, Germany)
according to manufacturer’s instructions.

Pathway analysis.All genes described containing DMRs within their intronic or exonic regions
were analyzed for Gene Ontology (GO) and KEGG pathways enrichment using the DAVID
functional Annotation Tool (http://david.abee neiferf.gov/) ™ and the WebGestalt software
{http://bicinfo.vanderbilt.edu/webgestalt/) **, with adjusted p-value < 0.05. Networks



containing the genes with DMRs were constructed using the Ingenuity Pathways Analysis (IPA)
software [Ingenuity Systems, USA).

We did not considered for these analyses those genes with DMRs in their promoter regions,
because we assumed, as proposed, different methylation patternsin promaoter and intragenic
regions and there were not encugh genes with DMRs in their promoter region as to perform
this kind of anah,rsla,” DMRs annotated within predicted genes were not either considered
because they are not included in GO, KEGG or IPA softwares,

Gene function analysis.Extensive bibliographic research was performed in order to unravel
possible biological and/or functional links between the genes containing DMRs and migraine or
other related neurological symptoms. Following databases were used: NCBI
{http:/fwww.ncbi.nlm.nih.gov), Uniprot (http://www.uniprot.org/) and Rat Genome Database
(http:f/regd.mcw.edu/). We did not consider for this research those genes that are predicted,
because the lack of information about them in the available databases.

Bisulfite pyrosequencing validation.To validate the DNA methylation data, bisulfite
pyrosequencing analysis was performed as previously described *_ Briefly, genomic DNA was
bisulfite converted using EpiTectPlus Bisulfite Conversion Kit (Qiagen, Germany) according to
manufacturer's specifications. A subsequent PCR amplification was performed using
biatinylated primers (primer sequences are shown in Table 53). Pyrosequencing and data
analysis were performed with the pyrosequencer analyzer PyroMark Q96 (Qiagen, Germany)
according to manufacturer's instructions.



RESULTS

VPA and TPM treatments reduced C5D frequency. 36 Sprague-Dawley rats were divided into 4
groups: sham-operated, saline, VPA and TPM group (information of each group is specified in
Materials and methods). Rats were injected with saline, VPA or TPM for 4 weeks. Then, we
registered the cortical DC potential shifts during 1 hour of KCl induction (Fig 1). Treatment
reduced CSD frequency, as previously n:l-zscrlt:hﬂ.rn:l.”'S'ca-tis'clq:elll'g.I significant differences were
found when comparing the number of C50s that occurred per hour in thesaline(11.6 £ 2.7)and
the VPA (6.2 £ 2.1)groups(p=<0.0004) and the VPA and the TPM (10.6 £ 3.2)group (p=0.004). In
contrast, no significant differences were found between the saline and the TPMgroups (Fig 1).

Genome-wide distribution of methylated regionsdo not show differences between groups.
MBD-sequencing (MBDS) was used to determine genome-wide DNA methylation profiles in
the right cerebral cortices from sham-operated rats; saline, VPA and TPMadministered rats,
Total reads and mapped reads are summarized in Table 51. Taking into account all the regions
sequenced and mapped, there were no significant differences in the overall methylation levels
between groups [ANOVA test, p=0.05). We analyzed the genomic distribution of all methylated
regions and classified them between intergenic, intronic, exonic and promaoter regions. The
highestnumber of methylated regions were within intergenic regions, followed by introns,
exons and promoters, without significant differences between groups(Fig 2). This distribution
is consistent with previously published genome-wide methylation studies.”

Quality control of MBD-sequencing.All samples correctly passed the quality control analysis
performed with MEDIPS software. Results of all samples are shown in Table 82, We considered
that guality control parameters were correct if saturation > 0.5, 5% CpG coverage rate > 0.05
and CpG enrichment > 1.4, Threshold cutoff values were based on previously published data.*

Effects of CSD on DNA methylation.In order to detect the effects of C5D on DNA methylation,
we compared the results of MBDS of the sham-operated and the saline group. The analysis
retrieved 283 DMRs (84 methylated in the sham-operated group and 199 in the saline group);
222 of them were classified as intragenic (82 within described genes and 208 within predicted
genes) and 61 as intergenic (6 within CGls, 1 within proximal promoter and & within distal
promoters). 165 out of 283 DMRs were found within conserved regions.

DMRsfound within described genes and promoters were annotated and classified according to
the group where they were foundhypermethylated, whether the sham-operated orthe saline
group (Table 1). We looked into different databases to characterize each described gene
containing @ DMR. Among all, we chose as potential functional candidates, as listed in Table 2,
by pricritizing those expressed in the central nervous system, previously linked to a
neurological disorder or functionally related to any of the postulated migraine mechanisms.

Moreover, we analyzed those genes containing DMRs for functional group over-representation
by using GO, KEGG and IPA. Interestingly, we found functions over-represented related to
nerve development and pathways related to axonal guidance signaling. Results are shown in
Table 3.



Effects of VPA on DNA methylation.In order to detect the effects of VPA on DNA methylation,
we comparedthe results of MBDS of the saline and the VPA group. The analysis retrieved 224
DMRs (97 methylated in the VPA and 127 in the saline group); 144 of them were classified as
intragenic (72 within described genes and 138 within predicted genes) and 80 as intergenic (8
within CGls, 1 within proximal promoter and 4 within distal promoters), 152 out of 224 DMRs
were found within conserved regions.We annotated DMRsfound within described genes and
promaoters and classified them according to the group, salineorVPa, where they were
foundhypermethylated. The results are shown in Table 1. As in the previous comparison, we
looked into different databases to choose potential candidate genes containing a DMR, which
are listed in Table 4. We analyzed those described genes containing DMRs for functional group
aver-representation, Interestingly, we found several functions over-represented related to
transporter and channel activity. Results are shown in Table 5.

Effects of TPM on DNA methylation.ln order to detect the effects of TPM on DNA methylation,
we compared the results of MBDS of the saline and the TPM group. The analysis retrieved 226
DMRs (58 methylated in the TPM and 168 in the saline group); 175 of them were classified as
intragenic (61 within described genes and 170 within predicted genes) and 51 as intergenic (16
within CGls, 3 within proximal promoter and 6 within distal promoters). 159 out of 226 DMRs
were found within conserved regions. We annotated DMRsfound within described genes and
promoters and classified them according to the group, salineorTPM, where they were
foundhypermethylated, The results are shown in Table 1. We looked into different databases
to choose potential candidate genes containing a DMR (Table &8).We analyzed those described
genes containing DMRs for functional group over-representation. Interestingly, we found
functions over-represented related to dendrite and neuron projection and pathways related to
glutamate signaling. Results are shown in Table 7.

Comparison of VPA and TPM effects on DNA methylation.In order to detect commaon effects
of both treatments on DNA methylation, we compared the results obtained from the saline vs
VPAand the saline vs TPMcomparisons. This analysis retrieved a single common gene: Lrrc,
which was also DM in the sham-operated vs saline comparison. However, lack of information
about this gene precludes interpretation of this finding in relation to migraine susceptibility.

Validation of DMRs by bisulfite pyrosequencing. DNA bisulfite pyrosequencing (BPS) of 6
DRs within genes ltgav, Kend2, Pedhb3 and Rimbp2, DM in the saline-VPA comparison, and
within genes AnksIb and Ndufs3, DM in the saline-TPM comparison, was performed to
validate MBD-sequencing data. 6 rat samples were used to validate each DMR, 3 from the
saline group and 3 from the VPA or the TPM group. Consistent with the MBDS results, all DMRs
showed differential methylation levels and these were in the same direction as in MBDS,
except for DMRs within /tgavand Rimbp2 genes, where no differences were detected between
the saline and the VPAgroup (Fig 3).



DISCUSSION

This is the secondexperimental study addressing the role of epigenetic mechanisms in a
migraine model. However, the first study compared the methylation of candidate genes
involved in the generation of a migraine attack and examined the role of 17p-estradiol in their
methylation status.’” In our study,we have analyzed for the first time the genome-wide DNA
methylation changes induced by C50 and by VPA and TPM pre-treatments in a CSD ratmodel.

Many studies have addressed the genetic compoanent of migraine and identified several
susceptibility factors.” ™ However, theirresults havebeenable to explain only a small proportion
of the predisposition tothe disorder. In the present work we tested the hypothesis
thatepigenetic changes could represent an alternative or additive factor in migraine
susceptibility: a brain profile of genes amenable to methylation after a long-term treatment
with migraine preventative drugs in the rat could provide clues towards genes potentially
relevant to migraine in humans. In the same line, a recent review has proposed a model for
migraine pathophysiclogy and chronification based on epigenetic mechanisms.*The authors
suggest that different factors such as sex hormones, inflammation, early life adversity, stress
and neuronal activity can induce epigenetic mechanisms that modify gene expression and
pathways related to migraine.

With the goal of identifying genes that would confer susceptibility to migraine in such a way,
we performed a genome-wide DNA methylation analysis and selected those genes whose
methylation status was modified by VPA, TPM or CSD in a rat migraine model. VPA and TPM
are antiepileptic drugs effectively used in migraine prophvlaxis.“Mnrewer, their chronic, but
not acute, administration has been shown to suppress CSD in rats and cats.”™ "' Qur
hypothesis was that both drugs would lower C5D susceptibility by inducing changes in the DNA
methylation of specific genesin the cerebral cortex.

C5D is a slowly propagating wave of neuronal and glial depolarization followed by suppression
of brain activity. Recently, the sensitization and activation of meningeal trigeminal afferents by
C50 was demonstrated, providing the missing link between CS0D and migraine ;:re:in.5 A previous
genome-wide methylation analysis performed in mouse brain described for the first time that
neuronal activity modifies the DNA methylation in brain. “Although the present study was
designed to analyze the effects of VPA and TPM, we also wondered if C5D was able to induce
DNA methylation changes in the cortex by itself. Interestingly, CSD modified the methylation
status of genes involved in axon growth and guidance, Cdhl13 and Ephb2; in neurotransmission,
Asic2 and Kif5a; and in nociception, Mrgprx3; among others. The correct establishment of
synapse connections, where axon growth and guidance and neuronal differentiation play an
important role, is essential for the normal brain function. In fact, neuronal disorders such as
epilepsy and autism are associated with unbalanced excitatory and inhibitory inputs in the
neuronal network. ** Migraine is thought to develop in hyperexcitable brains, a situation that
could be caused by an impaired neuronal network development.”” The effects of CSD on DNA
methylation of genes involved in axon growth and guidance could be related to the neuronal
network establishment. It is worth noting that CSD has modified the DNA methylation of a
gene involved in nociception, a process tightly linked to migraine‘m and that might be impaired
in an hyperexcitable brain or under abnormal neurotransmission circumstances. Sukhotinskyet



al. studied the changes induced by chronic daily CSDs in mouse cortex, mimicking frequent
migraine attacks, in the susceptibility to suffer subsequent C5Ds over time. ™ Surprisingly, their
results showed that chronic daily C5D conditioning reduced C50 frequency, duration and
propagation speed. Our hypothesis is that the effect of CSD on DNA methylation could be one
of the reasons for this fact. Thereby considering those genes whose methylation is modified by
C50 as possible susceptibility migraine candidate genes.

Several studies have shown that VPA is a histone deacetylase inhibitor (HDAC) and a promoter
af DNA demeth-.r!atinn.m specifically in neural tissue, it was shown to induce DNA
demethylation in nuclear extracts from adult mouse brain after 3 days of treatment™ and also
in some genes of the Wnt/B-catenin pathway in the prefrontal cortices and hippocampi after
prenatal exposure in rats.”'In keeping, our results show a clear effect of VPA on DNA
demethylation in the cerebral cortex of rat. S5ome of the genes found affected by VPA might be
of interest as migraine susceptibility genes. Especially Sic25a13 and 5/c38a1, involved in
glutamatetransport; Pcdhb3 and Tcfd, involved in neuronal differentiation; andAsic2 and
Kend2, involved in neurotransmission, Glutamate homeostasis has been widely linked to
migraine, In fact, the role of glutamate in migraine was first described when its topical
application was shown to induce C5D in experimental animals.“Aﬁemards, several
physiclogic, genetic and clinical studies have provided indirect evidence for glutamatergic role
in migraine.*It is worth noting that during CSD massive glutamate effluxes are believed to
depolarize adjacent neurons to facilitate its spread.”Our results of VPA effects on DNA
methylation of genes involved in glutamate transport provide a new link between this
excitatory neurotransmitter and migraine.Moreover, impaired neurotransmission has been
already directly linked to migraine since itis the cause of a rare monogenic subtype of migraine
with aura, hemiplegic migraine.®

TPMhas been previously characterized as a HDAC inhibitor.In this study we have shown for
the first time its role on brain DNA methylation. Interestingly, TPM induced methylation
changes in genes such as Gripl, Lrrtmd, Wntfa, Ankrdé, Anks1b, Arhgaopl? and Nell2, involved
in neural development and differentiation; Rhobtb3, which interacts with the serotonin
receptor 5-ht7. As discussed above, these functions are directly or indirectly linked to migraine
pathophysiology.

Both drugs, as expected, reduced the frequency of C5Ds, However, there were statistically
significant differences only for the VPA group. This might indicate a better performance of VPA
than TPM as a modulator of CSD frequency in our study; which is consistent with previous
studies.'” No results were retrieved when comparing VPA and TPM effects on DNA
methylation, suggesting that both drugs may suppress C5D by modifying different pathways.

One of the limitations of our study is that we used a rat model instead of using samples from
migraineurs. Our goal was to detect DMA methylation changes specifically in the cerebral
cortex, due to its relation with C50 and with the initiation of migraine attacks.**Furthermore,
although some DNA methylation studies of neurological disorders have been carried out
analyzing the DMNA obtained from peripheral blood, there are discrepancies whether
methylation status of both tissues can be correlated or not.”” Moreover, some environmental
factors are known to modify the DNA methylation status, which can be fully controlled when



using laboratory animals but not in human cohorts. Hence, due to the tissue specificity of DNA
methylation, the difficulty to obtain cerebral cortical samples from patients and to control
their environmental exposures, we used a highly validated animal model of migraine with aura
to perform our analysis.

MEBDS results were confirmed by BPS except for DMRs within ltgavand Rimbp2 genes. Lack of
differential methylation in the two referred instances could be explained because
pyrosequencing assays did not include all the CpGs within DMRs and the fact that both DMRs
were outside CGI, where DNA methylation is less predictable.

In summary, we have found DMRs in genes related to mechanisms that are involved in
migraine pathophysiclogy, such as glutamate pathways, impaired neurotransmission and
nociception; highlighting the importance of epigenetic mechanisms in migraine susceptibility.
Althaugh we have focused on VPA and TPM effects, it would be interesting to determine the
effects on DNA methylation and other epigenetic mechanisms of othermodulators of migraine,
such as sex hormones and specific environmental factors. Moreover, we propose a new subset
of genes as potential migraine susceptibility candidates. Overall, our results show for the first
time a possible implication of epigenetic mechanisms in migraine susceptibility. Further studies
analyzing the methylation status of genes found differentially methylated in our study in
cohorts of migraine patients will strengthen their involvement on this common neurological
pathology.
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Figure 1.Results of CSD recordings.Boxplot of number of CSDs counted during 1 hour of KCkinduction in saline, VPA
and TPM growps (A). Examples of cortical DC potential shifts recorded during 1 hour in one animal of the saline (12
C5Ds), VPA (4 C5Ds) and TPM groups (9 C5Ds) (B).
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Flgure 2. Genomic methylation distribution of the results obtained with MBDS, Bar graph showing percentages of
DMRs classified betweenintergenic, intranic, exonic and promoter regions in the sham-operated, saline, VPA and
TPM groups. There are no differences between the 4 groups. Approximatelys5% of methylated regions where
within intergenic regions, 28% within intronic regions, 12% within exonic regions and 3,5% within promoter regions.
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Figure 3.Bosplots showing methylation levels obtained by bisulfite pyrosequencing (BPS, in black) and relative
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DISCUSSIO

1. SEQUENCIACIO DE GENS
CANDIDATS EN TRASTORNS
NEUROLOGICS PAROXISTICS

A. LA CERCA DE NOUS GENS: QUIN N’ES
LOBJECTIU?

La cerca dels gens causants de les malalties genétiques té
varis objectius que es poden classificar entre els objectius

clinics i els objectius de la recerca.

Des d'un punt de vista clinic, U'objectiu principal és el di-
agnostic genétic. Malauradament, el diagnostic genétic no
sempre implica la posterior aplicacié d'un tractament, ja
que la majoria de les malalties genetiques, especialment les
rares, actualment no en disposen. Aixi doncs, el diagnostic
genétic primerament és una eina per tal de donar resposta
al propi pacient. Saber quin és l'origen de la malaltia que
hom pateix és un primer pas cap a l'acceptacié d’aquesta
i cap a la perspectiva d'arribar a disposar d'un tractament
especific en un futur. A més a més, el diagnostic genetic
és una eina imprescindible a U'hora de realitzar el consell
genetic en un familia o bé en el moment en qué una familia

decideix tenir un altre fill.

En el cas en que es trobin mutacions en un pacient es poden
donar dues situacions:

- Els progenitors sén portadors de la muta-
cid. En aquest cas, el pacient ha heretat les
mutacions dels seus pares. En el cas que es
produeixi una nova gestacio, s’hauria de pro-
cedir al diagnostic prenatal per a determinar
si el fetus ha heretat les mutacions dels seus

progenitors.
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- Els progenitors no sén portadors de la muta-
cid. En aquest cas, les mutacions del pacient
s’han originat de novo. El risc de recurrencia
és molt baix, pero és aconsellable realitzar un
diagnostic genetic en el cas de noves gestaci-
ons davant la possibilitat que existeixi un mo-

saicisme germinal en algun dels progenitors.

Des de la perspectiva de la recerca, trobar el gen causant
d'una malaltia ofereix una aproximacié per a entendre
els mecanismes que loriginen, ofereix la possibilitat de
desenvolupar nous tractaments i, a més a més, permet

'obtencié d’informacio sobre la funcié del propi gen.

B. MUTACIONS O POLIMORFISMES? PERJUDICIALS
0 NEUTRES?

El resultat de la seqlienciacié d'un gen pot revelar la pre-
sencia de variants en la seqliéncia d’aquest. Es poden
trobar dos tipus de variants en la seqiiéncia del genoma: les
mutacions i els polimorfismes. La diferéncia entre ambdds
termes és totalment arbitraria i rau només en el valor de
la seva freqiiencia. Aixi, una variant que té una freqiiéncia
major o igual a '1% es considera un polimorfisme i una
variant que té una freqiiencia inferior a '1% es considera
una mutacié. Aquesta definicié genera controvérsia, tant
per Uarbitrarietat de la definicié del llindar entre ambdds
termes, com perque la freqiiéncia d'una variant depen de
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varis factors, ja sigui l'origen poblacional de l'individu que
presenta la variant o bé el fet que aquella regid hagi estat
seqiienciada en pocs individus de manera que la freqliencia

descrita no sigui representativa del conjunt de la poblacid.

Sovint es tendeix a parlar de mutacions referint-se només
aaquelles variants que tenen una conseqiiéncia perjudicial
sobre lindividu que la presenta. Cal remarcar, pero, que les
mutacions poden ser beneficioses, neutres o perjudicials.
Existeixen diferents métodes per a determinar-ne lefecte.
D’una banda, se'n pot inferir el seu efecte perjudicial en el
cas que nomeés es trobi en pacients i no en individus sans.
També s'utilitzen programes de prediccié de l'efecte de les
mutacions, com per exemple els programes Polyphen-2
(Adzhubei et al., 2010) i MutationAssessor (Reva et al., 2007),
la majoria dels quals analitzen la conservacio evolutiva de
la posicié on s’ha produit la mutacid tant en gens ortolegs
com paralegs [com més conservada esta una posicié ami-
noacidica, més indispensable es considera per al correcte
funcionament de la proteinal. Finalment, també es poden
realitzar estudis funcionals de les mutacions per determinar
si la proteina codificada presenta una alteracio en la seva
funcionalitat, com en el cas de lArticle 1 i lAnnex 3, els
quals poden implicar l'Us de técniques molt diverses, com
per exemple 'Us de models animals knock-in o knock-out.

Tant les prediccions com els estudis funcionals sempre
s’han de considerar com a models, ja que en cap dels dos
casos es tenen en compte la totalitat dels efectes dels fac-
tors que poden modular la mutacié en concret. Per exemple,
la tecnica més usada per a realitzar estudis funcionals de
gens que codifiquen canals ionics és el patch clamp in vitro.
Aquesta tecnica, que és la utilitzada en UArticle 1i UAnnex
3, consisteix en expressar el canal mutat en una cél-lula
in vitro i determinar-ne les caracteristiques electrofisio-
logiques comparant-lo amb el canal wild-type. Cal tenir
en compte, pero, que aquests estudis s'han realitzat en
cél-lules HEK 293, no en cél-lules neurals; aixi els resul-
tats obtinguts donen una visié aproximada de 'accio dels
canals mutats, ja que no se sap si en lambient fisiologic
normal on s'expressa el canal l'efecte és el mateix que en

aquests models.
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C. EL GEN CACNATA: UN SOL GEN | UNA GRAN VARIABI-
LITAT DE FENOTIPS

Les mutacions en el gen CACNATA s’han relacionat amb
diferents trastorns neurologics paroxistics (van den Ma-
agdenberg et al., 2010). Entre ells, la migranya hemiple-
gica (MH) de tipus 1, l'ataxia episodica de tipus 2 (EA2),
el torticoli paroxistic benigne del lactant (TPBL), l'ataxia
espinocerebel-lar de tipus 6, les sindromes periodiques

de la infancia i Uhemiplegia alternant de la infancia (HAI).

i. ELgen CACNATA i la migranya hemiplégica

Lefecte principal de les mutacions en el gen CACNATA
que provoquen MH sén de guany de funcié del canal, per
aixo0 s'esperaria que tinguessin conseqiiéncies fenotipi-
ques similars en els pacients portadors. En canvi, existeix
una gran variabilitat fenotipica en els pacients portadors
d'aquestes mutacions. Aquest fet es reflexa en la cohort de
pacients estudiada a lAnnex 3 on podem veure que el pacient
amb la mutacié p.Ser218Leu presenta MH acompanyada
d’edema cerebral transitori, convulsions generalitzades i
afasia perllongada; el pacient amb la mutacioé p.Thr501Met
presenta MH i ataxia progressiva; el pacient amb la mutacid
p.Arg583Glniels 4 individus afectes de la familia presenten
combinacions dels fenotips MH, EA2, atrofia cerebel-losa i
MA; i el pacient amb la mutacié p.Thré666Met presenta MH,

MA i simptomes cerebel-losos.

També existeix variabilitat en relacié a l'efecte d'una ma-
teixa mutacid en diferents pacients. Prenent d’exemple la
mutacio p.Thré666Met, que és la mutacié més prevalent en
individus amb MH, ens trobem fenotips que inclouen MH
associada a ataxia cerebel-losa progressiva i coma (Wada
etal., 2002; Choi et al., 2012), MH associada a encefalopatia
aguda (Ohmura et al.,, 2012} i MH associada a nistagmus
(Yabe et al., 2008), entre d’altres.

Les diferencies fenotipiques existents entre els diferents
pacients portadors de mutacions al gen CACNATA es podrien
deure a lefecte de la penetrancia incompleta o reduida.
Aquest efecte s’ha descrit en nombrosos casos que pre-
senten malalties genétiques molt diverses. Probablement,

la penetrancia incompleta es deu a la combinacié de varis
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factors, tant genétics com ambientals. Entre els factors
genétics podem destacar-ne U'expressio diferencial dels
diferents al:lels, la influéncia moduladora de variants ge-
netiques addicionals situades tant en cis com en trans i
lefecte de Uepigenética (Cooper et al., 2013). També exis-
teixen casos de penetrancia incompleta lligats al sexe i/o a
Uedat de lindividu. Un exemple que trobem a la literatura
de penetrancia incompleta deguda a 'efecte modulador de
variants genétiques en trans involucra el gen CACNATA. Es
tracta d’un estudi realitzat amb pacients del sindrome de
Dravet, portadors de mutacions en el gen SCNTA, als quals
se’ls va determinar la preséncia o no de variants en el gen
CACNATA (Ohmori et al., 2013). Els resultats van indicar que
els pacients que tenien tant mutacions en el gen SCNTA
com variants en el gen CACNATA presentaven diferéncies
fenotipiques en relacié amb els pacients sense variants
al gen CACNATA. D'aquest exemple en podem extreure la
conclusid que tot i que les mutacions a CACNATA lligades a
MH siguin les causants de la malaltia, per a poder explicar
completament el fenotip caldria informacio sobre els dife-
rents factors moduladors o modificadors genetics del gen
CACNATA. Actualment aquests moduladors es desconeixen.
Per aixo, seria una interessant futura linia d’investigacio.

ii. EL gen CACNATA i el torticoli paroxistic benigne del
lactant

En Uestudi presentat a UArticle 1, es descriu la quarta
mutaci6 descrita al gen CACNATA associada amb el torti-
coli paroxistic benigne del lactant (TPBLJ; concretament
la mutacio p.Glub33Lys. Aquesta mutacié ha estat trobada
en dos germans i la mare asimptomatica i, anteriorment,
s'havia descrit en una familia d’'EA2 (Scoggan et al., 2006). EL
germa petit va comencar amb les crisis als 9 mesos de vida
amb una freqliéncia de dues crisis al mes. Els episodis no
duraven més de 5 minuts, s'acabaven amb la son i consistien
en la torsio lateral del coll amb flexid ipsilateral del tronc i
ataxia. La germana gran va experimentar crisis semblants
entre els 13 mesos i els 3 anys d'edat. La freqiiéncia, pero,
era mensualila durada variava entre els 30 minuts i les 24
hores. La mare, portadora també de la mutacio, es definia
com asimptomatica. Podria ser o bé que no hagués desen-
volupat el TPBL degut a una penetrancia incompleta de la

mutaci6 o bé que hagués desenvolupat el TPBL, pero que
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les crisis fossin tan lleus que els seus progenitors no els
hi haguessin donat importancia. Cal remarcar que en els
diferents casos descrits en la literatura les crisis de TPBL
acabaven desapareixent o bé evolucionant cap a un altre
tipus de paroxismes amb el pas dels anys.

Els resultats de lUestudi funcional presentat a lArticle 1
de la mutacié p.Glub33Lys en els canals de calci Cav2.1
expressats en cel-lules HEK293, indiquen que aquesta
mutacio indueix una perdua de funcioé del canal mutat en
comparacié al canal wild-type. Els resultats dels estu-
dis funcionals i de les prediccions funcionals de dues de
les mutacions associades préviament a TPBL, la mutacio
p.Tyr1854* i la p.Gln736*, indiquen també una pérdua de
funcié del canal mutat (Graves et al., 2008), segurament
degut al fet que provoquen l'aparicié d'un cod6é STOP molt
prematur, de manera que es pot preveure una resposta de
degradacio de ARN via non-sense mediated decay. Aquest
tipus de resposta té com a conseqiiencia que la proteina
mutada no arribi a expressar-se, pero que la dosi al-leli-
ca de la proteina normal no sigui suficient per a assolir
un funcionament normal (haploinsuficiéncia). Lefecte de
laltra mutacid descrita, la p.Tyr1245Cys, provoca un guany
de funcié que resulta en una major activacio del canal i a
una menor inhibicié d’aquest per les proteines G (Serra et
al., 2009). Per tant, de les 4 mutacions descrites en TPBL,
3 d’elles provoquen una pérdua de funcié del canal i una

provoca un guany de funcié d’'aquest.

Aixi doncs, tornem a trobar-nos en la situacié en qué dife-
rents mutacions en el gen CACNATA provoquen un mateix
fenotip, en aquest cas TPBL. Contrariament al que s’ha
descrit en MH, els estudis funcionals de les mutacions que
causen TPBL demostren efectes oposats entre elles, ja que
3son de pérdua de funcid i una de guany de funcid. Aquest
fet, aixi com també la desaparicio de les crisis de TPBL a
partir de certa edat, reforca la teoria que les mutacions
en el gen CACNATA presenten penetrancia incompleta
en el TPBL, igual que en la MH. Probablement aquest fet
també indica la presencia de factors moduladors del gen
CACNATA, els quals podrien ser genétics i/o epigenétics.
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iii. ELgen CACNATA i 'hemiplegia alternant de la infancia

En la cohort de pacients d’hemiplegia alternant de la infan-
cia (HAI) presentada a lArticle 2, la seqlienciaci6 del gen
CACNATA va resultar negativa en tots els casos excepte
en el pacient 366. Concretament, hi vam trobar la variant
p.Ala4b4Thr, tant en la pacient com també en la mare
asimptomatica. Aquest canvi havia estat considerat inicial-
ment com una variant polimorfica amb una freqliencia del
0,02 en la poblacid control d'un estudi genétic realitzat en
pacients de MH i EA2 (Ophoff et al., 1996). Més endavant,
va associar-se a ataxia progressiva d'inici precoc (Cricchi
et al., 2007). EL nostre grup també va trobar aquest canvi
en dos pacients que presentaven el fenotip més lleu en
una familia amb membres afectes de MH o MA (Serra et
al., 2010). Les analisis funcionals in vitro realitzades en el
mateix estudi van concloure que aquesta mutacid redu-
eix Ueficiencia de secrecid del canal; per aix0, en aques-
ta familia es va considerar la mutacié p.Ala454Thr com
un preventiu de l'aparicid d'aures motores. El pacient de
HAI portador d’aquesta mutacié també és portador d'una
mutacié en el gen ATP1A3. La nostra hipotesi és que les
conseqiiencies de la mutacié del gen ATP1A3 pot ser que
siguin modulades per la variant trobada al gen CACNATA,
donant com a resultat l'aparicié d'un fenotip de HAI més
lleu. Aixi, la mutaci6 del gen ATP1A3 actuaria com a causant
de la malaltia i la mutacié del gen CACNATA actuaria com
a moduladora. Aquesta hipotesi seria compatible amb el
fet que la mare asimptomatica també és portadora de la
mutaci6 al gen CACNATA.

D. EL GEN ATP7A3: LHEMIPLEGIA ALTERNANT
DE LA INFANCIA | EL PARKINSONISME-DISTONIA
D’INICI PRECOC

La cohort de 10 pacients de HAI presentada a lArticle 2
va ser sequenciada pel gen ATPTA3. Es van trobar 3 mu-
tacions que havien estat préviament associades a HAl en
5 dels 10 pacients. Concretament, es va trobar la mutacié
p.Asp801Asn en el pacient 368, la mutacid p.Glu815Lys en
el pacient 386A i la mutacié p.Gly947Arg en els pacients
337A, 366 i 532A.
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Les mutacions p.Asp801Asn i p.Glu815Lys representen
quasi el 70% de les mutacions causants de HAI trobades
al gen ATP1A3 (Heinzen et al., 2012; Rosewich et al., 2012;
Hoei-Hansen et al., 2013; Ishii et al., 2013). La mutacid p.
Gly947Arg només representa el 6,8% de les mutacions. La
incidéncia de mutacions en el gen ATP1A3 és menor en la
nostra cohort; tot i aix0, les mutacions trobades coincideixen

amb les més freqiients de les altres cohorts.

Un estudi recent ha analitzat si existeixen diferéncies fenoti-
piques en HAl en funcid de la mutacid present al gen ATPTA3
en una cohort de 33 pacients japonesos (Ishii et al., 2013).
Per a realitzar U'estudi, van dividir la cohort en 3 grups: un
primer grup de 12 individus amb la mutacié p.Asp801Asn,
un segon de 10 individus amb la mutacié p.Glu815Lys i el
darrer grup de 11 individus amb 10 mutacions diferents.
La comparacié dels diferents trets fenotipics entre els 3
grups de pacients va permetre concloure als autors que
els individus portadors de la mutacid p.Glu815Lys son els
que desenvolupen un fenotip més greu; que la mutacio
p.Asp801Asn provoca una forma més lleu de HAI i que,
de les altres mutacions, la p.Gly755Ala, la p.Gly755Ser i
la p.Ser137Tyr també provoquen un fenotip greu, pero les
altres 7 provoquen un fenotip relativament lleu. Aquests
resultats son interessants, pero caldria una cohort més
gran de pacients per a poder establir una bona relacio
genotip-fenotip en la HAI. En relacid a la nostra cohort, tot i
ser més petita, existeix una concordanca amb els resultats
d’aquest estudi. Els pacients amb la mutacié p.Gly947Arg
presenten un retard mental entre lleu i moderat, en canvi
el pacient amb la mutacié p.Glu815Lys presenta un greu

retard psicomotor.

Mutacions en el gen ATPTA3 també sén responsables del
parkinsonisme-distonia d’origen precoc (DYT12). Aquesta
malaltia és menys severa que la HAI, probablement degut a
que lorigen dels simptomes és més tarda. Els simptomes
més comuns de la DYT12 sdn els motors, predominantment
la distonia i el parkinsonisme, pero també se n’han descrit
de cognitius i psiquiatrics, i segueixen un patré continu, a
diferéncia de la HAI que presenta un patré episodic (Bras-
hear et al., 2014). S’han realitzat estudis funcionals que
semblen concloure que les mutacions en el gen ATPT1A3

que provoquen HAI modulen l'activitat de l'enzim i les que
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provoquen DYT12 disminueixen lactivitat del canal degut a

una menor expressio proteica (Heinzen et al., 2012).

E. EL GEN PRRT2: DE LA DISCINESIA PAROXISTICA CINE-
SIGENICA A LA MIGRANYA HEMIPLEGICA

En la cohort de pacients analitzada a lAnnex 1, hi trobem
5 casos familiars i 5 casos esporadics de DPC. L'analisi
genetica de PRRT2 va permetre la identificacié de mutaci-
ons en 8 dels 10 casos. En concordanca amb els resultats
previs, 7 dels 8 pacients amb mutacid presentaven un canvi
en la posicid c.649. Concretament, es va trobar la mutacid
€.649dupC en 3 casos familiars i 2 casos esporadics, la
mutacio c.649delC en 1 cas esporadic i les mutacions c.
649dupCic.649delC en 1 cas familiar. EL darrer pacientamb
mutacio era un cas familiar que presentava una mutacid
nova, la ¢.219_220delGA, la qual també provoca l'aparicié
d'un codé STOP prematur (p.E73Dfs*60). Aquesta familia
presentava DPC i d'altres simptomes paroxistics com con-
vulsions infantils i epilépsia generalitzada en U'adult, perd
també trastorn obsessivocompulsiu (TOC) en alguns dels
individus portadors de la mutacié. Si bé es pot especular
que aquest darrer trastorn pot ser secundari a un altre
factor genetic, la coincidénica de dos simptomes que son
reconeguts com de disfuncié dels ganglis basals (TOC i
discinesia) en una mateixa familia, fa pensar en una eti-

ologia comuna.

Pel que fa als casos sense mutacid, ambdds sén casos es-
poradics. Segons els estudis publicats, els casos familiars
son els que presenten una taxa de mutaciéo a PRRT2 més
elevada. Tenint en compte els fenotips DPC, ICCA i BFIS, la
taxa de mutacid en casos familiars representa el 88%, en
canvi en casos esporadics representa el 34% (Pringsheim
etal., 2010). En la nostra cohort, pero, hem descrit una taxa
de mutacié més elevada: presenten mutacid el 100% dels
casos familiars i el 60% dels casos esporadics.

El pacient amb les mutacions c.649dupC i c.649delC re-
presenta el segon cas descrit en la literatura amb mutacio
en homozigosi en el gen PRRT2. El primer cas que es va
descriure, el qual tenia la mutacié c.649dupC en homozigosi,
presentava un fenotip més greu de DPC que incloia retard

mental, ataxia episodicia i crisis d’abséncies (Labate et al.,
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2012). El pacient de la nostra cohort també presenta un
fenotip més greu que el d'altres individus afectes, el qual
inclou caracteristiques fenotipiques de l'espectre autista.

Ens trobem amb un altre cas on diferents mutacions en
un mateix gen, en aquest cas el gen PRRT2, i fins i tot una
mateixa mutacié d’aquest, la duplicacié c.649dupC, provo-
quen una gran variabilitat de fenotips. A lapartat 1.g.iv es
descriu la relacid entre el gen PRRT2 i la MH.

F. EL GEN SLC2A1 | EL DEFICIT DE GLUCOSA CEREBRAL

En la cohort de 5 pacients analitzada a lAnnex 2 vam trobar
3 mutacions diferents en el gen SLC2AT en 3 dels 5 paci-
ents seqilienciats: una mutacié puntual de canvi de sentit
(c.667C>T, p.Arg223Trp), una delecié que inclou tot l'exd
1i una delecié de 2 nucleotids que provoca una mutacid
sense sentit (c.710_711delGA, p.Val237Valfs*2), totes elles
mutacions de novo.

La gran majoria de mutacions descrites en el gen SLC2AT
es troben en casos esporadics, per tant son mutacions de
novo; igual que passa a la nostra cohort. Aquest fet es deu
a que la majoria de casos presenten una greu discapacitat
que els dificulta la possibilitat de tenir descendéencia. En
relacid al tipus de mutacions, s"han descrit grans deleci-
ons, mutacions de canvi de sentit, mutacions sense sentit,
mutacions de canvi en la pauta de lectura i mutacions que
afecten el lloc de splicing. Tot i linteres en establir una
relacié genotip/fenotip, els resultats indiquen que, igual
que en altres malalties genétiques, existeix una gran va-
riabilitat fenotipica fins i tot en pacients portadors de la
mateixa mutacié (Leen et al., 2010). Aquest fet suggereix
que deuen existir altres mecanismes, com per exemple gens
modificadors, que alteren el fenotip i que també podrien

contribuir en la fisiopatologia d’aquesta malaltia.

La preséncia de casos negatius en els cribratges mutaci-
onals del gen SLC2AT, suggereix que podrien existir altres
gens involucrats en aquesta malaltia. Lestudi de 'exoma
sencer d'aquests individus podria permetre la troballa
d'aquests possibles nous gens (De Giorgis and Veggiotti,
2013).
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G. LHETEROGENEITAT GENETICA DE LA MIGRANYA HE-
MIPLEGICA

i. La migranya hemiplégica i el gen ATP1A2

En la cohort de 18 pacients amb migranya hemiplegica (MH)
analitzada a lAnnex 3, s’han trobat 2 mutacions en el gen
ATP1A2 en 2 casos familiars. La mutacié p.Alaé06Thr, la
qual havia estat préviament associada a MH en 3 families
diferents (Riant et al., 2005; Lee et al., 2007); i la mutacid
p.Glu825Lys que va ser descrita per primera vegada en la
nostra cohort. Els estudis funcionals d’aquesta darrera
van concloure que la proteina mutant probablement era
menys estable que la wild-type, ja que l'expressiod es trobava
reduida. Aixi mateix, aquests estudis van mostrar una baixa
supervivencia en front la ouabaina de les cél-lules transfec-
tades amb els constructes mutats, indicant una disfuncio
de la bomba Na*/K* ATPasa amb la mutacié p.Glu825Lys
en la seva unitat alfa 2 o bé suggerint de nou una situacié

d’haploinsuficiéncia.

Aquests resultats indiquen que les mutacions associades
aMH en el gen ATPTA2 sén menys freqlients que en el gen
CACNATA, si més no en la nostra poblacid, i que es troben
majoritariament en casos familiars de MH.

ii. La migranya hemiplégica i el gen SCN1A

En la cohort de 20 pacients de MH sequenciats pel gen
SCN1A a lAnnex 4 només vam trobar una mutacié en un
dels pacients. Concretament, una mutacié que no havia
estat préviament descrita, la c.4981T>C (p.Phe1661Leu).
Tot i aix0, hi ha una mutacid descrita en el mateix codd, la
c.4982T>C, que provoca una substitucié aminoacidica dife-
rent (p.Phe1661Ser). Aquesta mutacid va ser trobada en un
pacientamb el sindrome de Dravet, un subtipus d’epilépsia
(Claes et al., 2003). En ambdds casos la fenilalanina de la
posicid 1661, la qual forma part de la regid citoplasmatica
que uneix els segments formadors del porus del canal, és
substituida per un altre aminoacid. Segurament la diferéncia
fenotipica existent entre els portadors d'ambdues mutaci-
ons rau en les diferents caracteristiques bioquimiques dels
aminoacids que la substitueixen. La serina és un aminoacid

molt petit i polar, en canvi la leucina és un aminoacid més
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voluminds i hidrofobic. El fet que s’hagi descrit una muta-
cié en el mateix codo, tot i que amb un resultat fenotipic
diferent, reforca la hipotesi que la mutacié trobada en el
pacient de MH de la nostra cohort sigui patogénica, ja que
malauradament no vam poder demostrar-ne la cosegre-
gacio en els familiars afectes d’aquest individu degut a que
no vam poder disposar del seu ADN.

El fet que només s’hagi descrit una mutacio en el gen SC-
NTA en la cohort de 20 pacients de MH analitzada, indica
que les mutacions associades a MH es troben localitzades
amb menor freqliencia en el gen SCNTA, en comparacio
amb els gens ATPTAZ i CACNATA.

iii. La migranya hemiplégica i el gen PRRT2

El baix nombre de mutacions descrites en el gen PRRTZ
associades a MH va fer que decidissim no realitzar el cri-
bratge mutacional d’aquest gen en la nostra cohort de

pacients de MH.

iv. La cerca de nous gens en migranya hemiplégica

Existeix una gran proporcié d'individus afectes de MH que
resten sense diagnostic genétic, ja que la seqiienciacio
dels gens CACNATA, ATP1A2, SCN1A i PRRTZ en resulta
negativa. D’'una banda, podria ser que existissin mutacions
en aquests gens que no son seqiienciades degut a que,
per exemple, cauen en zones reguladores o en zones d’spli-
cing, o bé podria ser que existissin grans reordenaments,
com insercions i delecions, que no poden ser detectades
mitjancant les técniques de seqiienciacié majoritariament
usades, si no que caldria utilitzar técniques especifiques
com per exemple el MLPA. Aquests tipus de mutacions,
pero, probablement només explicarien una proporcié molt
baixa dels casos negatius; tal i com es veu reflexat en els
resultats obtinguts en aquest tipus d’estudis realitzats en

les nostres cohorts de pacients.

D’altra banda, l'Gs de tecniques de seqiienciacid a gran
escala, com per exemple la seqiienciacio de tot 'exoma o
de tot el genoma, ajudaria a resoldre els casos negatius
i aixi poder trobar nous gens associats a MH. Aquest és

el plantejament que ens vam fer a 'hora de seqiienciar
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l'exoma d’un dels sis individus afectes d’una familia multi-
generacional amb MH. Tot i aix0, la seqlienciacio6 de l'exoma
en aquest individu no ens va permetre identificar la variant

geneética associada a MH en aquesta familia.

Els resultats negatius de la seqlienciacié de 'exoma es
poden deure a diferents motius. D'una banda, els xips
usats en la seqlienciacié de 'exoma han anat millorant
molt des que es va comencar a usar aquesta técnica. Les
noves versions van millorant la cobertura, de manera que
una mateixa regio es seqliencia més vegades per evitar la
preséncia tant de resultats falsos positius com de falsos
negatius, i també van incorporant més regions exoniques,
més gens i més zones adjacents als gens que poden resultar
importants per a la regulacio d’aquests. Per aixo podria ser
que la variant que causi la MH en aquesta familia es trobi
localitzada en una zona que no estigués inclosa o bé que
es trobés poc coberta en el xip que vam utilitzar. També és
important remarcar que un dels punts febles de la seqiien-
ciacio de l'exoma és que les regions dificils d'amplificar amb
les tecniques convencionals, com per exemple les regions
riques en guanines i citosines, normalment també donen
problemes amb aquesta tecnica i, en nombroses ocasions,
no se n'obté la seqiéncia. També hi ha exons de varis gens
que tenen una cobertura nul-la. Aixi doncs, la seqlienciacid
de lexoma no permet descartar totalment que la variant
no es trobi localitzada en una regid exonica.

A part de l'explicacié que ens déna la propia metodologia,
una de les mancances del nostre estudi és que només hem
analitzat un individu de la familia. Aquest fet es deu a que
aquest estudi es va realitzar poc després que la seqlienci-
acié de 'exoma estés disponible i el seu preu era unes 12

vegades superior al preu actual.

Existeixen diferents metodologies per a trobar nous gens
candidats causants d'una malaltia mitjancant Uanalisi de
lexoma. Una d’elles és seqlienciar diferents individus d’'una
mateixa familia. Per exemple, en el cas que els pares no
siguin afectes i el fill si, es seqliencien els 3 individus i
s'analitzen les variants que el fill té de novo, en els casos
on es suposa heréncia dominant (Veeramah et al., 2013).
En el cas de la familia amb MH, el pare del cas index tam-

bé és afecte. Lestratégia que es podria seguir seria se-
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qienciar l'exoma d'un altre individu afecte que estigués el
més allunyat possible dins l'arbre genealogic; d’aquesta
manera compartirien un menor nombre de variants, les
quals s’haurien d’analitzar per a determinar-ne la variant
candidata. Fins i tot també es podrien analitzar individus
sans per tal de descartar com a causants les variants
compartides amb ells. En el nostre cas, hem inclos un
individu afecte de la mateixa familia, el cosi germa del
cas index (Uindividu 2.33), en un projecte de seqienciacid
de l'exoma en MH dins el marc del International Headache
Genetics Consortium. Aquest projecte utilitza una estratégia
diferent de les que hem plantejat fins ara. De moment s’hi
han inclos 77 mostres de MH, de les quals 42 correspo-
nen a casos familiars i 35 a casos esporadics. Lobjectiu
és seqlienciar U'exoma de tots els pacients i buscar gens
que presentin variants en varis dels pacients seqiienciats.
Aquest tipus d’estudi es pot realitzar en els casos en els
que es disposa d’un gran nombre d'individus afectes d'una
mateixa malaltia. Actualment, Uestudi esta en marxa i no
en sabem els resultats. Un cop tinguem lindividu de la
nostra familia seqiienciat, paral-lelament al projecte del
Consorci, realitzarem un estudi comparatiu entre els dos
individus de la familia per tal d'intentar trobar la variant

causant de la MH en aquesta familia.
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H. MECANISMES MUTACIONALS

A la taula 19 es resumeixen els pacients inclosos en els
cribratges mutacionals d’aquesta tesi que han resultat
positius per la preséncia de mutacions. En els casos fami-
liars, només s’hainclos el cas index. La taula també recull
les mutacions identificades en cada cas i la informacid

molecular de cadascuna d’elles.

PACIENT GEN FENOTIP MUTACIO
EXO0 cADN PROTEINA CONTEXT  DE NOVO
CpG
486A CACNATA TPBL 12 c.1597G>A p.Glub33Lys Si No
337A ATP1A3 HAI 21 c.2839G>A p.Gly947Arg Si Si
366 ATP1A3 HAI 21 c.2839G>A p.Gly947Arg Si Si
CACNATA HAI M c.1360G>A p.Ala454Thr Si No
368 ATP1A3 HAI 17 c.2401G>A p.Asp801Asn Si ND
386A ATP1A3 HAI 18 C.2443G>A p.Glu815Lys Si Si
532A ATP1A3 HAI 21 €.2839G>A p.Gly947Arg Si Si
NP30-1 PRRT2 DPC/ICCA 2 c.219_220delGA  p.Glu73Aspfs*60 No No
482E PRRT2 DPC/EpA 2 €.649dupC p.Arg217Profs*8 Si No
NP24-1 PRRT2 DPC 2 €.649dupC p.Arg217Profs*8 Si ND
NP25-1 PRRT2 DPC 2 c.649delC p.Arg217Glufs*12 Si Si
NP26-1 PRRT2 DPC 2 c.649dupC p.Arg217Profs*8 Si No
NP58 PRRT2 DPC/EAu 2 c.649dupC/c.  p.Arg217Profs*8/p. Si No
649delC Arg217Glufs*12

NP120 PRRT2 DPC 2 c.649dupC p.Arg217Profs*8 Si ND
NP98 PRRT2 DPC 2 c.649dupC p.Arg217Profs*8 Si ND
bbb SLC2A1 GLUT1DS 5 c.667C>T p.Arg223Trp Si Si
NP63 SLC2A1  GLUTIDS  Delecid exd 1 - - No Si
NP85 SLC2A1 GLUT1DS 6 c.710_711delGA  p.Val237Valfs*2 No Si
391A CACNATA MH 5 c.653C>T p.Ser218Leu Si Si
A03_44  CACNATA MH M c.1502C>T p.Thr501Met Si Si
A00_100 CACNATA MH 13 c.1748G>A p.Arg583Gln Si No
322B CACNATA MH 17 c.1997C>T p.Thr666Met Si No
387A ATP1A2 MH 18 c.2473G>A p.GluB25Lys No No
1310 ATP1A2 MH 13 c.1816G>A p.Alab06Thr Si No
475 SCN1A MH 26 c.4981T>C p.Phel661Leu No ND

Taula 19. Resum de les mutacions trobades en els diferents estudis genétics presentats en aquesta tesi. TPBL: trastorn paroxistic benigne del
lactant; HAI: hemiplegia alternant de la infancia; DPC: discinésia paroxistica cinesigénica; ICCA: convulsions infantils i coreoatetosi; EpA: epilépsia
en adults; EAu: espectre autista; GLUT1DS: sindrome de la deficiéncia del transportador de glucosa GLUT1; ND: no determinat
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De tots els pacients analitzats, hem trobat un total de 26
mutacions. D'aquestes, 15 sdn mutacions puntuals, con-
cretament transicions (G>A, C>T, T>CJ; 5 sdn delecions, en
dos casos d'un sol nucleotid (C), en dos altres casos del
dinucleotid GA i en un cas d'un exd sencer; i 6 casos son

duplicacions d’un sol nucleotid (C).

Les transicions son canvis d'una base nitrogenada per
una altra del mateix tipus, és a dir, una pirimidina per
una altra (C~T) o una purina per una altra (A G). Totes
les mutacions puntuals trobades en les nostres cohorts
de pacients sdn transicions. A més a més, totes, excepte
dues, es donen en el context del dinucleotid CG. Aquest
resultat és consistent amb estudis mutacionals previs,
on s’ha vist que les transicions sén més comunes que les
transversions. Aquest fet, anomenat “biaix de transicions”,
es deu principalment a que la gran majoria de citosines
dels dinucleotids CG es troben metilades, és a dir, en forma
de 5-metilcitosina; i s"ha descrit que existeix una elevada
incidencia de la desaminacio espontania de la 5-metilci-
tosina (Nakken et al., 2010}, canvi quimic que comporta la
transicid de la citosina cap a la timina. Fet que originaria
les transicions.

De les altres mutacions podem destacar-ne la duplicacié
€.649dupC. Com hem comentat a l'apartat 1.e de la DISCUS-
S10, aquesta mutacié es déna en un hotspot. Els hotspots
son regions del genoma on la taxa de mutacio observada
és més alta que l'esperada; normalment degut a que son
regions inestables. En el cas de la mutacié c.649dupC, es
déna en una regid on hi ha 9 citosines seguides, fet que
probablement provoca una major taxa d’error de l'enzim
polimerasa.
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I. TRACTAMENTS EN LES MALALTIES GENETIQUES: LA
TERAPIA GENICA

L'objectiu principal de trobar la mutacié causant en un
pacient afectat per una malaltia d’origen genétic no és de-
terminar el tractament especific a seguir, ja que en moltes
d'aquestes malalties no es disposa de cap tractament. Tot i
aixo0, cal remarcar que s'estan produint avencos importants
en el camp de la terapia génica, fet que resultara de gran

ajuda per aquestes malalties en un futur proper.

La base metodologica de la terapia génica rau en introduir el
gen sa en el pacient portador de la mutacio, de manera que
el producte d’aquest gen alleugi el defecte causat pel gen
mutat o bé directament aturi la progressié de la malaltia. El
principal obstacle d’aquesta terapia és el transport del gen
sa fins al teixit i la cél-lula diana. Actualment, l'aproximacid
que esta aportant els millors resultats és 'Us de retrovirus
modificats genéticament que infecten la cel-lula diana i hi
insereixen el gen sa que se’ls hi ha introduit préviament
(Verma, 2013). Actualment, de les malalties que hem trac-
tat en aquesta tesi no n’hi ha cap que disposi de terapia
genica. No obstant, hi ha estrategies, com per exemple la
restauracio de la transcripcio de codons STOP mitjancant
els anomenats farmacs “read-through” o “inhibidors de
la non-sense mediated RNA decay”, que tenen un caracter
transversalique probablement tenen potencial per ajudar a
mitigar moltes malalties monogéniques. En aquests casos,
la identificaci6 de la mutacid i la caracteritzacid del nucle-
otid exacte on es produeix U'errada son determinants per a
poder plantejar aquest tipus de noves terapies. Actualment
ja hi ha assajos clinics en algunes malalties degeneratives
amb aquest enfocament.

El coneixement de la fisiopatologia d'una malaltia també
pot comportar la troballa d'un tractament especific per tal
de combatre-la. N'és un exemple la sindrome de la defici-
encia del transportador de glucosa. En aquesta malaltia es
recepta una dieta cetogenica aconseguint aixi una important

millora dels seus efectes.
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2. LAMIGRANYA COMUNA: UNA
MALALTIA COMPLEXA

A. LA MIGRANYA COMUNA: UNA MALALTIA
GENETICA COMPLEXA

Fins ara hem parlat de malalties monogéniques, com
son la migranya hemiplégica i el trastorn per déficit del
transportador de glucosa GLUT1. La causa de les malalties
monogéniques és la presencia de mutacions en un sol gen.
En canvi, existeixen diferents evidéencies que suggereixen
que lorigen genétic de la migranya rau en l'efecte de varis
gens (Wessman et al., 2007). Per aix0, la migranya comuna

es defineix com una malaltia genética complexa.

L'origen genétic de la migranya comuna ha estat analitzat
en diferents estudis utilitzant diferents aproximacions
metodologiques. S"han usat estudis de lligament genetic,
seqienciacio de gens candidats, estudis d'associacio gene-
tica a gens candidats i estudis d'associacid a nivell genomic
tant de variants comunes (GWAS] com de variants rares
(Exome chip). Els resultats obtinguts mitjancant aquests
estudis han permes identificar loci associats a migranya,
pero no han aconseguit definir la totalitat de la complexitat
genetica de la migranya comuna.

B. LHETEROGENEITAT CLiNICA DE LA MIGRANYA

La migranya és una malaltia neurologica que engloba un
gran espectre fenotipic clinic. Tot i que els migranyosos
comparteixen els criteris diagnostics que els defineixen
com a tal, existeix una gran variabilitat clinica en la majoria
dels aspectes de la malaltia.

La caracteristica clinica més important de la migranya que
permet dividir els pacients en dos grups és la preséncia o
l'absencia d'aures migranyoses. Actualment, el debat de
siambdues formes de migranya corresponen a variacions
d’una sola entitat clinica o si bé corresponen a dues entitats
cliniques diferenciades, encara esta obert (Manzoni and
Torelli, 2008; Purdy, 2008]). Un dels punts que cal conside-
rar en aquest debat és que, sovint, els pacients que tenen
migranya amb aura també tenen crisis de migranya sense

aura: aquest fet sembla que reforcaria la teoria que amb-
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ddés grups corresponen a una sola entitat. A més a més,
també existeix el dubte de si els migranyosos sense aura
experimenten o no el que s’ha anomenat “aura silenciosa”,
la qual es desenvoluparia en arees de l'escorca cerebral
que no implicarien l'aparicié de simptomes capacos de

ser percebuts pel pacient (Pietrobon and Striessnig, 2003).

Un altre dels aspectes clinics més importants en la migra-
nya és la freqiiéncia de les crisis. Aquesta caracteristica ha
fet que clinics i investigadors classifiquin els migranyosos
en dos grups principals: aquells que presenten migranya
episodica i aquells que presenten migranya cronica. Les-
tabliment dels criteris de classificacié entre els dos grups
ha provocat una gran discrepancia en els darrers anys, ja
que era necessari establir un llindar, totalment arbitrari,
entre ambdods grups. Finalment la ICHD-1IB ha definit la
migranya cronica com una cefalea que es déna 15 0 més
dies al mes, com a minim durant 3 mesos, dels quals un
minim de 8 dies s’han de complir els criteris diagnostics
de la migranya (ja sigui amb o sense aura). Es important
remarcar que moltes de les definicions establertes per la
ICHD-I1IB tenen com a objectiu homogeneitzar els pacients
tant com sigui posible amb finalitats d'investigacio, fet
que ha representat el punt de partida de molts estudis
productius. Es evident, pero, un cert grau d'arbitrarietat
inevitable en els criteris establerts que provoca que en la
practica clinica sovint els pacients es moguin d'un grup a
un altre, pateixen simptomes aillats sense complir tots els
criteris diagnostics o bé comparteixen signes i simptomes
de diversos tipus de cefalea, desafiant totes les categories
diagnostiques.

Altres aspectes fenotipics importants que incrementen
Uheterogeneitat clinica de la migranya inclouen la gravetat
de les crisis, la preséncia d’un tipus o altre de factors des-
encadenants, l'existéncia o no de prodroms i lefecte dels
diferents tractaments. Tots aquests aspectes augmenten
la dificultat de Uestudi de la migranya. D’'una banda obren
el debat de si la majoria dels pacients amb migranya te-
nen una base geneética i fisiopatologica comuna o si bé
parteixen d’una base diferent, pero que convergeix en la
mateixa simptomatologia. També és important remarcar
que la descripcié de la simptomatologia de la migranya

es veu influenciada per la subjectivitat de cadascun dels
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pacientsique, a mésameés, és explicada al clinic de forma
retrospectiva. Aquest darrer aspecte, pero, es pot soluci-
onar amb l'Us de diaris i calendaris on el pacient anota les
caracteristiques de les diferents crisis en el moment en
que les pateix (Torelli and Jensen, 2010).

C. LA BASE GENETICA DE LA MIGRANYA

i. Consideracions sobre els resultats del GWAS en
migranya sense aura

L'estudi GWAS realitzat en la cohort de pacients amb migra-
nya sense aura (MO), presentat a UAnnex 6, va permetre la
identificacio de diferents loci associats a MO. Aquest fet el
va convertir en el primer estudi d’aquestes caracteristiques,
ja que anteriorment s’havien publicat estudis GWAS pero en
mostres diferents: el primer analitzava una mostra clinica
de pacients amb migranya amb aura (Anttila et al., 2010}
i el segon una mostra poblacional de migranya (Chasman
etal., 2011).

Per a determinar lefecte de les variants trobades associ-
ades a migranya, igual que en qualsevol altra malaltia, es
calcula el valor de la odds ratio (OR] per a cadascuna d’elles.
La OR és una mesura estadistica que quantifica la forca de
l'associacid estadistica entre una exposicio o un factor de
risc i una malaltia: representa la probabilitat que es doni
una malaltia en preséncia d’aquesta exposicid, comparant
la probabilitat que es doni aquesta malaltia en abséncia
d’aquesta exposicio. Per tant, les variants trobades asso-
ciades a migranya en un GWAS representen factors de risc
per aquesta malaltia. Aixi, les OR indiquen el valor d’aquest
factor de risc. En els casos on la OR =1, es considera que
la variant no és un factor de risc per la malaltia; en els
casos on la OR > 1, la variant és un factor de risc per la
malaltia; i en els casos on la OR < 1, la variant és un factor
protector per la malaltia (Szumilas, 2010). Les OR de les
variants associades a MO en el GWAS presentaven valors
bastant propers a 1, fet que indica que el seu efecte sobre

la migranya és interessant, tot i que no és molt potent.

Un altre consideracié important sobre els resultats del
GWAS és la manca d’estudis funcionals de les variants
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trobades associades a la malaltia. Per a aprofundir en
l'efecte de les variants trobades, s’hauria de determinar
quin efecte tenen tant en cis, és a dir, en les regions geno-
miques situades a menys d’'una megabase, com en trans,
és adir, en les regions situades a més d'una megabase. En
el cas on els resultats dels estudis funcionals sén negatius,
cal considerar les variants que es troben en desequilibri
de lligament amb la variant trobada, ja que podrien ser
aquestes les causants de la malaltia (Edwards et al., 2013).

Un altre punt que caldria remarcar d'aquest estudi d'as-
sociacio és que la metodologia usada en el diagnostic, en
ser un estudi multicéntric internacional amb cohorts his-
toriques, segurament difereix entre els diferents centres
on s’han reclutat els pacients i els individus control. Per
aixo, seria convenient realitzar uns criteris d’inclusio, tant
delsindividus afectes com dels controls, i uns gliestionaris
comuns entre els diferents grups involucrats en l'estudi de
la genética de la migranya per als propers estudis genétics.

ii. Consideracions generals sobre els GWAS realitzats
en migranya

Enrelacié als diferents GWAS realitzats en migranya (Anttila
et al., 2010; Chasman et al., 2011; Freilinger et al., 2012;
Anttila et al., 2013), caldria considerar diferents aspectes
que probablement han influit en la manca de resultats més
potents i definitius. Aquests aspectes podrien ser conside-
rats per a futurs GWAS realitzats en migranya.

Com hem comentat a l'apartat anterior, la caracteritzaci6
fenotipica dels pacients s’hauria de realitzar seguint pa-
trons identics per tal de partir d'una mostra poblacional

més homogenia.

També en relacié amb la caracteritzacid fenotipica dels
pacients, seria interessant realitzar les analisis estadisti-
ques en subgrups de la mostra poblacional en funcié dels
diferents aspectes clinics de la migranya. D’aquesta manera
la mostra poblacional seria encara més homogenia i, tot i
que la mida es veuria reduida, els resultats probablement
serien més consistents. Es podrien classificar els pacients
en funcid de la freqiiéncia de les crisis, del sexe [per teniren
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compte els efectes hormonals), dels factors que provoquen
les crisis i de l'existéncia o no d"historia clinica familiar, en-
tre d'altres. Aquesta classificacié només podria realitzar-se
en els casos on s’hagués recollit informacid completa de
les crisis dels pacients i d'una forma homogeénia entre els
diferents centres de reclutament, per poder disposar de
la mateixa informacio de totes les cohorts.

També, com a consideracié general de tots els GWAS, s'ha
de remarcar que tot i que inclouen 'analisi de centenars de
milers de variants conegudes i comunes (Schurks, 2012),
la major part del genoma no esta inclosa. Tot i que, com
hem comentat, les variants incloses estan en desequilibri
de lligament amb d’altres variants, fet que provoca que
aquestes també hi estiguin representades indirectament.

iii. Consideracions generals sobre els estudis Exome chip
en migranya

Una nova aproximacio6 que actualment s'esta duent a terme
en lUestudi genétic de la migranya, tot i que encara no s’han
publicat resultats, és l'Us dels arrays de variants exoniques
rares: els Exome chip. D’aquesta manera, l'analisi d'una ma-
teixa mostra poblacional mitjancant un GWAS i mitjancant
els arrays de variants exoniques rares, permetria analitzar
tant variants comunes com variants rares. Fins fa poc no-
més es considerava la teoria que les malalties comunes es
devien a lefecte de variants comunes de baix impacte. La
manca de resultats que expliquin la complexitat genética
tant de la migranya com d’altres malalties comunes, ha
obert el plantejament que hi estiguin implicades variants

genetiques rares de baix impacte (Manolio et al., 2009).

El fet que els arrays de variants exoniques rares incloguin
variants molt poc comunes obliga a que la mostra pobla-
cional estudiada sigui molt gran per a poder trobar-les
suficientment representades. Aixo, pero, es contraposaria
amb el fet de dividir els pacients migranyosos en subgrups
que comparteixin caracteristiques fenotipiques més enlla

de les generals.
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D. LA BASE EPIGENETICA DE LA MIGRANYA

La migranya és una malaltia amb una important base ge-
netica, pero que a més a més es veu altament influenciada
per l'efecte de diversos factors ambientals, tant interns
com externs (Friedman and De ver Dye, 2009). Una possi-
ble hipotesi de U'efecte en la susceptibilitat de la migranya
d'aquests factors és que actuin sobre diferents mecanismes
epigeneétics (Eising et al., 2013a). Els resultats obtinguts
fins ara per tal de determinar el component genetic de la
migranya només han estat capacos d'explicar una petita
part de la base genética d'aquesta malaltia; l'efecte dels
factors epigenétics podria explicar la resta (Edwards et al.,
2013). Recentment s’ha publicat una revisié on es proposa
un model epigeneétic per tal d'explicar la fisiopatologia i la
cronificacié de la migranya (Eising et al., 2013a). Els autors
d'aquest treball suggereixen que diferents factors com sén
les hormones sexuals, la inflamacio, U'adversitat en els
primers anys de vida, l'estrés i Uactivitat neuronal poden
induir l'accié de mecanismes epigenétics que modifiquen
l'expressio genica afectant vies que estan relacionades

amb la migranya.

L'epigenética engloba diferents mecanismes que son la
metilacié de ADN, la modificacié de les histones, la remo-
delacid dels nucleosomes i l'accid dels ARNs no codificants.
Fins ara no s’ha realitzat cap estudiamb lobjectiu de deter-
minar el paper de l'epigenética en la migranya. Existeixen
varis motius metodologics que podrien explicar aquest fet.

D’una banda, les tecniques per analitzar els mecanismes
epigenétics a nivell genomic son bastant recents. Aquests
permeten realitzar analisis sense haver de partir d'una
hipotesi prévia. En el cas de la migranya, tot i que existeixen
diversos gens candidats, l'analisi de l'epigeneética a nivell
genomic seria la millor aproximacié per tal d'establir una

primera relacié entre aquest mecanisme i la malaltia.

Tot i que l'epigeneética és un terme que s'utilitza des de fa
més de mig segle, la comprensid de la complexitat dels
diferents mecanismes que hi estan involucrats encara
queda lluny. Un exemple n’'és el mecanisme epigenétic
més ben estudiat fins al moment: la metilacié de 'ADN. La

majoria d'estudis de la metilacié de UADN s’han basat en
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analitzar la metilacio de les regions promotores dels gens,
establint la relacié de que en preséncia de metilacio, hi ha
abséncia d’expressié génica (Inbar-Feigenberg et al., 2013).
Estudis de la metilacié a nivell gendomic suggereixen, pero,
que la metilacié a nivell de promotors sembla ser una part
molt poc significativa de la totalitat d’aquest mecanisme
epigenétic. Aixi, es comenca a parlar de la importancia de
la metilacié intragénica (Kulis et al., 2013}, la qual sembla
que actuaria de forma oposada a la metilacié en promotors,
i de la metilacid intergénica, la qual es creu que podria tenir
diferents efectes en funcié de la regié genomica metilada
(Portela and Esteller, 2010).

Un dels factors que possiblement també ha influenciat en
que no s'hagin realitzat estudis epigenetics en migranya
és el fet que els trets epigenetics varien en funcid del tipus
cel-lular i tissular (De Bustos et al., 2009) i que, a més a
més, no s6n marques fixes, és a dir que poden anar variant
alllarg del temps degut a U'efecte de diferents factors. Aixi,
tenint en compte que la migranya és una malaltia neuro-
logica, el teixit que s’hauria d’estudiar per tal d'establir
una relacid entre lefecte dels mecanismes epigenetics i
la migranya és el sistema nerviés. Logicament, l'obtencié
de teixit cerebral huma és molt dificil. A més a més, per
a poder realitzar un estudi metodologicament correcte
caldria obtenir teixit de la mateixa regio cerebral en tots
els pacients, fet que encara complica més l'obtencio de
les mostres.

i. Consideracions sobre els resultats de Uestudi de meti-
lacio de CADN en un model de migranya

En aquest apartat remarcarem els diferents punts clau de
'estudi de metilacié de LADN en un model de migranya en
rata (Annex 7).

Us del model de DCP

El primer punt que cal tractar és l'is del model de rata
enlloc de l'Gs de mostres humanes. La justificacid rau en
que el nostre objectiu era determinar canvis en el cortex
cerebral, degut a la seva relacié amb la DCP i amb la
iniciaci6 de les crisis migranyoses (Bolay, 2012). Tot i que

alguns estudis de metilacié de ADN de determinades
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malalties neurologiques s’han dut a terme analitzant LADN
obtingut de sang periférica, existeixen discrepancies sobre
si es poden correlacionar o no els resultats obtinguts en
ambdds teixits (Ghosh et al., 2010). Aixi, U'is del model ens
va permetre treballar amb mostres de cortex on préeviament

hi haviem induit, o no, DCPs.

A més a més, el fet d'utilitzar un model permet controlar
U'exposicié a factors ambientals que podrien modificar
'estat de la metilacié de TADN.

Us de rates mascles

En aquest estudi vam utilitzar rates mascles de la soca
Sprague-Dawley. El model ha estat validat en nombroses
publicacions usant aquesta soca d’animals (Ayata et al.,
2006; Summ et al., 2011; Zhang et al., 2011).

Vam decidir usar només rates mascles ja que lefecte de
les hormones sexuals modifica la susceptibilitat a patir
migranya (Accioly et al., 2012). A més a més, en el cas que
haguéssim usat rates del sexe femeni, hauriem d’haver
determinat en quin moment exacte del cicle hormonal es
trobava cadascuna de les rates per tal d'evitar al maxim
la variabilitat provocada per aquest fenomen.

Tractament

El tractament escollit va ser l'acid valproic i el topiramat.
Els motius van ser d'una banda que ambdods tractaments
s'utilitzen com a preventius de migranya (Boyadjieva and
Varadinova, 2012), també que disminueixen la freqiiéncia de
DCPs en models animals quan sén administrats de forma
cronica (Ayata et al., 2006) i, a més a més, que tenen un
paper en Uepigenética (Milutinovic et al., 2007; Dong et al.,
2010; Wang et al., 2010)(Milutinovic et al., 2007).

El fet que s'utilitzin com a preventius de migranya indica
que actuen sobre factors que disminueixen la susceptibi-
litat a patir migranya. A més a més, la necessitat de ser
administrats de forma cronica per a ser efectius ens va fer
hipotetitzar sobre el seu paper en la metilacié de LADN,
ja que l'efecte sobre aquest mecanisme requereix una

exposicio més o menys llarga, pero no només puntual. El
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seu efecte sobre la DCP semblava indicar que potenciaven
canvis a nivell de cortex cerebral. Una hipotesi que ens va
atraure va ser la de que els gens susceptibles de metila-
cid pels farmacs potser també ho podien ser per factors
ambientals al llarg de la vida, especialment durant el
desenvolupament del cervell, o potser simplement poden
contenir polimorfismes que augmentin la predisposicié
al fenotip. En conseqliéncia, els resultats d’aquest grup
d’experiments podien resultar rellevants per a l'estudi dels
mecanismes a través dels quals l'ambient condiciona la
susceptibilitat a la migranya en Uhuma.

Vam establir la durada del tractament en 4 setmanes
perqué en estudis anteriors era el moment on es veia un
major efecte sobre les DCPs en ambdds tractaments (Ayata
et al., 2006).

\4

Grups d'animals i comparacions de [estudi

Com en la majoria d'estudis, existeix una limitacié eco-
nomica que impossibilita utilitzar un nombre molt gran
d'animals i de grups diferents. Aixi, en el disseny experi-
mental s'optimitza el nombre d’animals i grups analitzats
i les condicions que es podran estudiar amb aquests. Els
grups usats en el nostre estudi estan esquematitzats a la
figura 19. Talicom s’hiveu representat, l'estudi va constar
de 36 rates dividides en 4 grups: el grup sham-operated,
el grup serum + DCP, el grup valproic + DCP i el grup
topiramat + DCP.

Sham-operated Sérum + DCP Valproic + DCP Topiramat + KP
g - e 5 ;"' - ‘-"' s g - .\' L -‘ " J‘-" " ‘\".l - ‘\" - ¢ - -.": L
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Figura 19.Representacié esquematica dels grups usats en l'estudi de metilacio de UADN en un model de migranya. Els

4 grups van constar de 9 rates cadascun, les quals van ser injectades amb sérum, acid valproic o topiramat. El grup sham-

operated representa el control de l'operacio, ja que la rata és operada sense que hi hagi induccié de DCP. Als altres grups se’ls

van induir DCPs mitjancant laplicacié topica de potassi durant una hora.
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Dels 9 animals de cada grup, 6 d’ells van ser seleccionats
arbitrariament per a realitzar-ne Uestudi de metilaci6 ge-
nomic de UADN. Els 3 animals restants van ser utilitzats
en la fase de replicacio, juntament amb 3 dels animals
usats inicialment.

Un cop obtinguts els resultats de la metilacié de TADN vam

realitzar les seglients comparacions:

- Comparaci6é sham-operated vs serum: la diferéncia
entre ambdés grups és el desenvolupament o no
de DCPs. Aixi, els resultats obtinguts en aquesta
comparacio indiquen els efectes de la DCP sobre
la metilacio de VADN.

- Comparacidé serum vs valproic: la diferéncia entre
ambdds grups és el tractament amb acid valproic.
Aixi, els resultats obtinguts indiquen els efectes de
l'acid valproic sobre la metilacié de UADN.

- Comparacié serum vs topiramat: la diferencia
entre ambdds grups també és el tractament, en
aquest cas, el topiramat. Els resultats indiquen els

efectes del topiramat sobre la metilacié de LADN.

Depressid cortical propagant (DCP)

La DCP pot ser induida de diferents maneres: mecanica-
ment, mitjancant la introduccié d’'un objecte punxegut en
el cortex; eléctricament, aplicant estimuls eléctrics en el
cortex; o quimicament, aplicant potassi al cortex. Vam deci-
dir utilitzar la induccid quimica ja que estudis previs havien
demostrat que era la metodologia que presentava menys
variabilitat (Ayata et al., 2006). Tot i aix0, els animals de
cadascun dels grups van presentar una freqiiéncia diferent

de DCPs, fet que ha introduit variabilitat en el nostre estudi.

També cal remarcar que se suposa que en humans es de-
senvolupa una sola DCP abans de cada crisi migranyosa.
Els animals del nostre model que van ser induits per tenir
DCPs, envan desenvolupar un minim de 4, en el cas d'una
rata tractada amb acid valproic, i un maxim de 16, en el cas
d'una rata tractada amb topiramat. El fet de desenvolupar

més d'una DCP s’'allunya doncs de la fisiopatologia real de
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la migranya. Aquest fet el podriem haver solucionat usant
la induccié mecanica: una punxada en el cortex indueix una
sola DCP. Aquest métode, pero, a part de presentar més
variabilitat, no permetria determinar clarament l'efecte
preventiu dels tractaments usats. A més a més, el fet
d’haver desenvolupat varies DCPs probablement amplifica
els efectes provocats per aquestes, de manera que aquests

sdn més facilment detectables.
Mostres utilitzades

Les DCPs van ser induides en el cortex dret de l'animal.
En una cohort diferent d’animals vam comprovar que les
DCPs només es desenvolupaven en el cortex on aplicavem
el potassi, resultats que concorden amb els publicats poste-
riorment per un altre grup (Unekawa et al., 2013). Per aixo
vam decidir utilitzar els cortex on haviem aplicat el potassi
per a extreure’n UADN que seria analitzat posteriorment.
Els cortex no induits amb potassi van ser emmagatzemats

per a futurs estudis.

Els cortex van ser sotmesos a l'aplicacid de potassi durant
una hora i posteriorment van ser extrets. Vam determinar
la durada de laplicacid del potassi durant una hora i no
més per reduir al maxim la mortalitat dels animals. De
fet, la mortalitat en aquest estudi va ser nul-la. Tot i aixo,
probablement no vam donar suficient temps perque s'acti-
vessin determinades vies d'expressid génica i encara menys
de metilaciéo de UADN. Aixi, si el moment de l'extraccio
del cortex hagués estat més tard, probablement hauriem
observat diferéncies de metilacié en d’altres regions geno-
miques i també hauriem detectat més canvis d’expressid
genica. Hagués estat interessant, doncs, poder analitzar
Uestat de metilacié de UADN en diferents moments per
a poder comparar l'efecte al llarg del temps. Aquest fet,
pero, hagués suposat un augment important del nombre
d'animals usats.

Us de la técnica MBD-seq

Vam decidir utilitzar la técnica MBD-seq per tal d’analitzar
la metilacié de UADN a nivell genomic (Serre et al., 2010).
Aquesta técnica consta d’un primer pas on es sonica UADN

genomic per tal d'obtenir fragments d'uns 300pb. Segui-
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dament es realitza un pas d’enriquiment de LADN metilat
mitjancant l'Us de proteines d’'unié a grups metil: aixi,
s'elueix i es descarta CADN no metilat i es conserva ADN
que es troba metilat. EL darrer pas consisteix en seqiienciar
UADN metilat. Els resultats obtinguts de la seqlienciacié
indiquen que les regions que sén seqlienciades correspo-
nen a les regions metilades i les regions de les quals no

se n'obté seqiiéncia corresponen a regions no metilades.

Aquesta técnica té els seus avantatges i els seus incon-
venients. D'una banda, permet realitzar un estudi de me-
tilacid a nivell gendomic a un preu raonable, ja que només
es seqliencia lADN que esta metilat, no tot el genoma. A
més a més, dels diferents métodes d’enriquiment existents,
Uenriquiment per unidé a grups metil és el que presenta
menys falsos positius i negatius, ja que les proteines amb
dominis d'unié a grups metil presenten una major espe-
cificitat que els altres métodes existents (Harris et al.,
2010). El major inconvenient d’aquesta técnica és que la
deteccid de la metilacié es realitza de forma indirecta. A
més a més, no es pot concretar ni quines ni quantes CpGs
estan metilades, ja que les seqiiéncies obtingudes tenen
una llargada de 300pb, degut a la mida obtinguda en la
sonicacio inicial. Aixi, els resultats obtinguts indiquen que
dins d'aquests fragments de 300pb hi ha 1 0 més CpGs que
es troben metilades.

Distribucié genomica de les regions diferencialment metilades

Els resultats obtinguts de les diferents comparacions van
indicar que la majoria de les regions diferencialment me-
tilades es trobaven en regions intergeniques. La metilacio
intergénica ha estat molt poc estudiada. Es creu que té
un paper important en l'accio dels reguladors que actuen
en trans i també en la regulacié de l'estabilitat genomica,
impedint que s'expressin seqiiéncies repetitives que po-
drien transposar-se i recombinar-se en d'altres regions

genomiques (Portela and Esteller, 2010)=.

La nostra analisi es va centrar basicament en les regions
diferencialment metilades situades en regions promotores
o en regions intragéniques. Vam analitzar només aquestes
regions ja que l'objectiu principal del nostre estudi era

trobar gens que estiguessin relacionats amb la suscepti-
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bilitat de la migranya; també perqué encara existeix una
gran mancanca en l'anotacié de les regions genomiques
funcionals situades en regions intergéniques en la rata.

La metilacié de les regions promotores esta relacionada
amb la manca d’expressid génica; en canvi, la metilacio
intragenica sembla que actuaria oposadament, és a dir,
promovent l'expressié génica (Portela and Esteller, 2010;
Kulis et al., 2013). Per aix0 hem analitzat separadament
les regions diferencialment metilades en promotors i en

regions intragéniques.

Determinacid dels gens candidats de la susceptibilitat a patir

migranya

Per a determinar quins gens podrien ser candidats a mo-
dificar la susceptibilitat a patir migranya, vam seguir dues

estrategies diferents.

D’una banda, vam recopilar la informaci6 relativa a la fun-
cio, Uexpressid i la relacid amb malalties d’'origen neuro-
logic de cadascun dels gens amb regions diferencialment
metilades. Aquells que realitzaven una funcié que podia
estar relacionada amb la fisiopatologia de la migranya, que
s'expressaven al sistema nervids central i/o que estaven
relacionats amb lorigen d'una malaltia neurologica, van
ser considerats com a potencials candidats. En el cas dels
efectes de la DCP vam trobar varis gens potencialment
candidats, concretament els gens Asic2, Ephb2, Herc2,
Pde4d, Wfs1, Cdh13, Clvs1, Dnahc8, Ebf1, Hgf, Kifba, Mapk10
i Mrgprx3. En el cas dels efectes de Uacid valproic vam tro-
bar els seglients gens candidats: Ltbp1, Plekhal, Rapgef5,
Rimbp2, Slc25a13, Slc38a1, Pcdhb3, Asic2, Kcnd2 i Tef4. | en
el cas dels efectes del topiramat vam trobar els selients
gens candidats: Clca4, Cyp7b1, Grip1, Il1rap, Jakmip3, Klhl1,
Lrrtm4, Pom1h, Rgs12, Trabd2b, Wnt7a, Ankrdé, Arhgap17,
Ndufs3, Nell2, Rhobtb3 i Scoc.

A més a més, els gens que contenien regions diferenci-
alment metilades van ser analitzats mitjancant els so-
ftwares GO i KEGG per determinar si alguna via resultava
enriquida, és a dir, si alguna via contenia varis gens amb
regions diferencialment metilades. També van ser analit-

zats mitjancant el software IPA per tal de determinar les
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relacions existents entre ells. Tot i que el nombre de gens
usat en cada analisi no era suficientment alt per tal de
poder establir correlacions significativament importants,
vam trobar sobrerepresentades tant vies com funcions
interessants. Concretament, vam trobar vies i funcions
enriquides relacionades amb el desenvolupament neuronal
i la direccionalitat dels axons (en el cas dels efectes de la
DCP), amb el transporti l'activitat dels canals cel-lulars (en
el cas dels efectes de l'acid valproic) i amb les dendrites,
la projeccid neuronal i la senyalitzacié via glutamat (en el
cas dels efectes del topiramat).

Altres mecanismes epigeneétics

En aquest estudi hem analitzat només un dels mecanis-
mes epigenétics coneguts: la metilaciéo de LADN. Aquest
mecanisme és el que ha estat més ampliament analitzat,
probablement degut a l'extensa metodologia existent per
analitzar-lo.

Per a poder fer una analisi exhaustiva dels mecanismes
epigenétics que modulen la susceptibilitat de la migranya
caldria analitzar també els altres factors epigenétics. Se-
gurament els diferents factors epigeneétics actuen de forma
complementaria i dependent els uns dels altres. Tot i aixo,
és important remarcar que l'objectiu del nostre estudi era
determinar gens de susceptibilitat de la migranya usant una
aproximacio epigenética, no pas determinar lefecte dels
diferents mecanismes epigenetics involucrats en aquesta

malaltia.

Del model a la migranya en humans: futurs estudis

Per poder determinar si els resultats obtinguts en aquest
estudi estan relacionats amb la migranya en humans, un
dels estudis que podria realitzar-se és un estudi d'associ-
acio genetica de tipus cas - control dels gens trobats amb
regions diferencialment metilades. Aixi es podria determinar
si existeixen diferencies a nivell genétic que permeten lligar

aquests gens amb la migranya en humans.
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ii. Metilomica vs transcriptomica: comparacio dels re-
sultats de metilacié de CADN amb Uanalisi de U'expressio
genica

Paral:-lelament a la realitzacié de U'analisi de la metilacio
de UADN, es va realitzar una analisi de l'expressi6 génica
de les mateixes mostres. Aquest estudi es va dur a terme
en col-laboracié amb el Departament de Genética de la
Universitat de Barcelona. Els resultats obtinguts en l'analisi
de Uexpressid genica formen part d'un altre treball de tesi,
per tant, no els inclourem en aquesta discussid. Tot i aix0
si que discutirem els resultats obtinguts en la comparacio
entre Uanalisi de la metilacié de LADN i l'analisi de U'ex-

pressid génica.

Contrariament al que esperavem en un inici, no vam trobar
coincidencies entre ambdés estudis. La manca de coinci-
dencies ens va portar a la conclusié que ambdues analisis
estaven analitzant situacions diferents. L'analisi de la me-
tilacio de UADN reflexa l'efecte provocat pel tractament; en
canvi, l'analisi de l'expressié genica reflexa lefecte de la
DCP. Aixo es deu a que l'efecte sobre la metilacid de UADN
es doéna a més llarg termini en comparacio amb lefecte
sobre U'expressio genica. Aixi, en el cas de la metilacio de
UADN es poden comencar a veure canvis induits per l'accid
de les DCPs, pero majoritariament els canvis trobats es
deuen a l'efecte del tractament. En el cas de lexpressid
genica els canvis que s'observen es deuen a l'efecte de les
DCPs, el qual emmascara els canvis induits pel tractament.

La manca de correlacié entre ambdds estudis segurament
també es deu al fet que existeixen varis mecanismes que
regulen Uexpressid genica, no només la metilacio de ADN.
Probablement, els canvis d'expressié genica induits en
aquest model estan regulats per un efecte global dels

diferents mecanismes epigenetics existents.
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E. GENETICA | EPIGENETICA DE LA MIGRANYA

Els resultats presentats en aquesta tesi en el camp de la
migranya reflecteixen, d'una banda, la complexitat genetica
que esta darrera d'aquesta malaltia i, d"altra banda, rea-
litzen una primera aproximacio relacionant l'epigenética
amb la migranya.

A principis d’aquest segle es va completar la seqiienciacid
del genoma huma (Lander et al., 2001; Venter et al., 2001).
En aquell moment semblava que s’havia obtingut tota la
informacio per tal d’entendre la complexitat del genoma
huma. Els estudis desenvolupats durant els anys segiients
han demostrat que aquesta afirmacid no és del tot correcta.
Aquest fet queda reflectit en laingent quantitat d'informa-
cid derivada del projecte ENCODE, l'objectiu del qual és la
identificacio dels elements funcionals de la seqliencia del

genoma huma (Birney et al., 2007).

Tornant a la migranya, els estudis geneétics que s'han re-
alitzat en els darrers anys han cercat variants genétiques
associades a la malaltia. El seglient pas seria analitzar
els factors epigenétics que estan implicats en la migra-
nya i realitzar una correlacio entre els resultats obtinguts
mitjancant ambdues aproximacions. La integracio dels
resultats genetics i epigenetics permetria la comprensid de
les conseqiiéncies de les diferéncies genetiques descrites

en la migranya.

F. PERSPECTIVES DE FUTUR EN LESTUDI GENETIC DE
LA MIGRANYA

El grup de recerca on he realitzat aquesta tesi té una llarga
trajectoria en Uestudi de la base genetica de la migranya.
Lentrada del grup dins el International Headache Genetics
Consortium ha permes la participacio del grup en projectes
que involucren l'analisi de milers de mostres mitjancant
diferents aproximacions metodologiques. Fet que no hagués
estat possible sense la col-laboracié entre diferents grups

de recerca de diferents paisos.

Aquest consorci té en marxa diferents projectes encarats
a desvetllar la base genética de la migranya. D'una banda,

s’estan augmentant el nombre de pacients amb migranya
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amb i sense aura que sén genotipats per tal de realitzar
estudis de GWAS. També s’esta realitzant una analisi geno-
mica de variants codificants rares en migranya amb aura.
Paral-lelament, s'esta realitzant la seqlienciacié exomica
tant de pacients amb migranya amb aura com de pacients
amb migranya hemiplegica. A més a més, s'esta duent a
terme un estudi de metilacié de UADN en pacients amb

migranya cronica.

A part dels estudis genétics i epigenetics, fora d'aquest
consorci també s’estan realitzant nombrosos estudis basats
en l'Gs de models animals i en técniques de neuroimatge
en pacients per intentar dilucidar els mecanismes invo-
lucrats en la fisiopatologia de la migranya i també per tal
d’identificar nous biomarcadors de la malaltia.

Esperem, doncs, que en els propers anys els esforcos
conjunts realitzats en diferents grups de recerca repartits
en laboratoris de tot el mén, permetin obtenir resultats
Utils per tal d’ampliar el coneixement de la migranya i aixi
poder alleugerir el dolor permanentiinsuportable patit per

milers i milers de pacients arreu.
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CONCLUSIONS

1. Els resultats dels diferents cribratges mutacionals
indiquen Uexisténcia d'una gran variabilitat en relacid a
Uexpressio fenotipica de les mutacions trobades en un
mateix gen, fins i tot d'aquelles que impliquen el mateix
canvi nucleotidic.

2. El cribratge mutacional de trastorns neurologics paro-
xistics pediatrics, com el torticoli paroxistic benigne del
lactant, 'hemiplegia alternant de la infancia, la discinésia
paroxistica cinesigéenica i la sindrome de la deficiencia del
transportador de glucosa GLUT1, remarca la importancia
de lestudi genétic d'aquests trastorns, n"amplia l'espectre
de mutacions descrites i destaca la probable heterogene-
itat genetica en tots ells. En el cas del torticoli paroxistic
benigne del lactant es confirma que es tracta d'una de les

formes més precoces de canalopatia neuronal.

3. L'estudi genetic de casos familiars i esporadics amb
migranya hemiplégica ha suposat una contribucié signi-
ficativa a Uepidemiologia en casos espanyols, confirmant
un predomini de les mutacions en el gen CACNATA també
en aquesta poblacid, ha permeés augmentar l'espectre de
mutacions descrites, les quals han estat analitzades a nivell
funcional, i ha augmentat el nombre de casos descrits sense
mutacions en el gens associats a migranya hemiplégica,
remarcant la importancia de realitzar estudis enfocats a
descobrir nous gens causants d'aquesta malaltia.

4. La combinacié de l'analisi de lligament a escala genomica
i la seqlienciacio de U'exoma complet en una familia amb
migranya hemiplegica no ha resultat suficient per tal de
trobar la variant causant; remarcant la necessitat d’analitzar
més d'un individu per tal de tenir éxit en utilitzar aquestes

metodologies.
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5. Lestudi d’associacié geneética a nivell genomic (GWAS)
realitzat en cohorts grans de pacients i controls ha permes
identificar gens que podrien estar relacionats amb la sus-

ceptibilitat a desenvolupar la migranya comuna.

6. L'analisi de la metilacié de UADN a nivell genomic en un
model en rata de depressié cortical propagada (DCP) indica
que la DCP, l'acid valproic i el topiramat indueixen canvis en
la metilacié de UADN en gens que podrien estar involucrats

en la modulacioé de la susceptibilitat a patir migranya.

7. La caracteritzacio dels gens amb regions diferencial-
ment metilades, obtinguts en el model en rata de DCP,
ha permeés identificar gens relacionats amb el desenvolu-
pament neuronal i la direccionalitat dels axons (en el cas
dels efectes de la DCP), amb el transport i Uactivitat dels
canals cel-lulars (en el cas dels efectes de l'acid valproic)
iamb les dendrites, la projeccié neuronal i la senyalitzacid
via glutamat (en el cas dels efectes del topiramat); ampli-
ant el nombre de gens que podrien estar involucrats en la
susceptibilitat a patir migranya.
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APENDIX 1

CARACTERITZACIO DELS GENS MES
RELLEVANTS CITATS EN AQUESTA TESI
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En aquest apéndix es realitza una caracteritzacio dels

gens més rellevants citats en aquesta tesi. En primer lloc

trobem la taula 20 amb un resum de les caracteristiques

més importants de cadascun dels gens. Finalment, es

desenvolupa una caracteritzacié més extensa d’aquests.

Gen . Locu§ . Locus molecular Proteina codificada Funcid proteica Mala_lties
citogenetic associades
19: 13,206 441 Subunitat a. del Ld Control de l'alliberament MH, TPBL,
CACNATA  19p13 Yyl e L Sl %€ deglutamatalespai  HAIEA2,
2. 145989 159 Subunitat a del L Involucrat en la iniciacio
SCN1A 29243 RYPR IR e e i la propagacit dels MH, Ep
s neuronat de Na potencials d'accié
: Promou la recaptacié
ATPIA2  q2a2 &SI subunitatd,delabomba o ge gl tamat de lespai MM, HAI
160,143,5 astrocitica Na*/K* ol
sinaptic
19: 41,966,475 - Subunitat a, de la bomba Involucrat en la recaptacié
ATP1A3 19913.31 41,994,275 Na3+/K+ de neurotransmissors HAI, DYT12
16: 29,812,087 - Proteina transmembranal Desconeguda. DCP, MH,
PRRTZ 16p11.2 29,815,880 rica en prolines Interacciona amb SNAP25 BFIS, ICCA
1: 42,925,374 - Transportador de glucosa ~ Transport de glucosa a
SLC2AT 1p34.2 42,959,175 tipus 1 linterior cel-lular GLUTIDS
10: 117,197,488 - Canal de K* de tipus K2P  Involucrat en lexcitabilitat
KCNK18  10g25.3 117,210,298 (TRESK) neuronal MA
17:82,209,668 - Isoforma 6 de la protei nvolucrada en (2
CSNKID 17925 arama g oolormacdea proteina regulacié del ritme ~ MA + SAFS

casein kinasa

circadia

Taula 20. Caracteristiques més rellevants dels gens descrits en aquesta tesi. La informacion compresa en aquesta taula ha estat extreta de

la web:http://ghr.nlm.nih.gov/. MH: migranya hemiplégica; TPBL: torticoli paroxistic benigne del lactant; HAI: hemiplegia alternant de la infancia;

EA2: ataxia episodica tipus 2; SCAé: ataxia espinocerebel-lar de tipus é; Ep: epilepsia; DYT12: parkinsonisme-distonia d'origen precoc; DPC:

discinésia paroxistica cinesigenica; BFIS: crisis epiléptiques benignes de linfant; ICCA: convulsions infantils i coreoatetosi; GLUT1DS: sindrome

de la deficiencia del transportador de glucosa GLUT1; SAFS: sindrome de lavenc de la fase del son.
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CACNATA

El gen CACNATA codifica la subunitat a, del canal de calci
neuronal regulat per voltatge (Cav2.1) que esta involucrat
en l'alliberament de glutamat a l'espai sinaptic. Els canals
Cav2.1 es localitzen en les terminacions presinaptiques i
en les membranes somatodendritiques de moltes regions
cerebrals, incloent totes les estructures cerebrals que han
estat relacionades amb la patogénesi de la migranya, com
son el cortex cerebral, el gangli del trigemini el tronc ence-
falic. Els canals Cav2.1 tenen un paper molt important en el
control de l'alliberament de neutrotransmissors, sobretot
en les sinapsis excitatories (Pietrobon, 2005).

SCN1A

Elgen SCNTA codifica per la subunitat a del canal neuronal
de Na* activat per voltatge (Nav1.1) i s’expressa sobretot en
la membrana plasmatica de les interneurones inhibitories,
jugant un paperindispensable en la iniciacid i la propagacid

dels potencials d’accid.
ATP1A2

El gen ATP1AZ codifica la subunitat a, de la bomba AT-
Pasa Na*/K*, la qual es troba principalment en astrocits
promovent la recaptacié de glutamat de l'espai sinaptic.
Les mutacions en el gen ATPTAZ2 provocarien una menor
recaptacid dels ions K* i del glutamat de U'espai sinaptic

provocant una recuperacié més lenta de l'excitacié neuronal.
ATP1A3

Elgen ATPTA3 codifica la subunitat a, de la bomba Na*/Kr, la
qual s’expressa sobretot en neurones i s’encarrega d'esta-
bliri mantenir els gradients electroquimics d’'ambdds ions
a través de la membrana plasmatica (Lingrel et al., 2007).

El gen ATPTA3 codifica la subunitat a, de la bomba ATPasa
Na*/K*iel gen ATP1A2 codifica la subunitat a,de la mateixa
bomba. Aquests enzims s’encarreguen d’establir i mantenir
els gradients electroquimics dels ions Na* i K*a través de
la membrana plasmatica, els quals son essencials per a

losmoregulacid, el transport depenent de Na* d'una gran
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varietat de molecules i U'excitabilitat nerviosa i muscular
(Vos et al., 2013). Estudis in vitro que comparen les isofor-
mes que s’expressen a cervell, concretament les a,, a,iq,,
indiguen que les isoformes a, i a, s'expressen en neurones,
per tant tenen un paper important en la neurotransmissio,
i que la isoforma a, s'expressa en astrocits, mantenint els
nivells apropiats de K* a Uespai extracel-lular [Lingrel et al.,
2007). Les diferéncies existents entre les dues isoformes
neuronals es basen en que la a, té una afinitat menor pel
Na* i major per UATP, en comparacié amb la a,. Aquestes
diferéncies suggereixen que les neurones utilitzen la iso-
forma a, per mantenir els gradients ionics basals i que
durant una activitat d'alta freqiieéncia, quan la concentracié
intracel-lular de Na*augmentai els nivells d’ATP disminu-
eixen, la isoforma a, s'activa (Kim et al., 2007).

PRRT2

El gen PRRTZ codifica per una proteina transmembranal
que conté una regi6 rica en prolines a U'extrem N-termi-
nal. La seva funcid és encara desconeguda, tot i que s'ha
comprovat que s’expressa a cervell i que interaccionaamb
la proteina sinaptica SNAP25 (Lee et al., 2012).

La proteina PRRT2 s’expressa en moltes regions del siste-
ma nervios central, particularment al cortex, al cerebelia
Uhipocamp. Degut a la seva interaccid amb SNAP25, la qual
forma part del complex proteic SNARE i és important per
la regulacio de l'exocitosi de les vesicules presinaptiques,
s’ha suggerit que PRRT2 té un paper en el cicle de les ve-
sicules sinaptiques (Lee et al., 2012). Un mal funcionament
en la proteina PRRT2 podria comportar una reduccié en
lalliberament de neurotransmissors, la qual podria causar

l'aparicio de crisis epiléptiques, entre d'altres.
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SLC2A1

El gen SLC2AT codifica pel transportador de glucosa tipus
1 (GLUT1). Aquesta proteina es localitza a la membrana
plasmatica i s'encarrega del transport de la glucosa per
tal que la cel-lula pugui utilitzar-la com a font d’energia.
En cervell, la proteina GLUT1 s’encarrega de transportar
la glucosa a través de la membrana hematoencefalica i, un
cop dins del cervell, de transportar-la entre les cél-lules

de la glia.
KCNK18

El gen KCNK18 codifica la proteina TRESK, un canal de K*
de tipus K2P que s’expressa als ganglis espinals i a les
neurones del gangli trigemin i té un paper important en
Uexcitabilitat neuronal. Aquest canal s'encarrega de recti-
ficar les concentracions de K* retornant els potencials de

membrana cap a l'estat de repos.
CSNK1D

El gen CSNK1D codifica per la isoforma & de la proteina
casein kinasa. Aquesta proteina és una serina-treonina
kinasa que fosforila la proteina del rellotge circadiari Per2
i també altres proteines involucrades en la senyalitzacid
cerebral (Knippschild et al., 2005).
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APENDIX 2

CERCA DE FACTORS GENETICS
INVOLUCRATS EN LA CRONIFICACIO
DE LA MIGRANYA MITJANCANT UN
ESTUDI D’ASSOCIACIO GENETICA

RESUM

La migranya cronica (MC) és un dels fenotips més extrems
dins Uexpectre clinic de la migranya. Tot i aixo0, la seva
base genética és desconeguda. L'objectiu d'aquest estudi
es va basar en determinar si existeixen factors genetics

involucrats en la cronificacié de la migranya.

Inicialment es van seleccionar 144 polimorfismes (SNPs)
localitzats en 48 gens candidats els quals van ser analitzats
per determinar si estaven associats a la cronificacio de la
migranya en dues etapes. La primera etapa va constar de
262 pacients amb MC i la segona etapa va constar de 226
pacients amb migranya amb elevada freqiéncia (MEF).
Finalment, es va realitzar una darrera fase de replicacid
en la que es van analitzar aquells SNPs amb p-valors <
0,05 en 531 pacients amb MC o MEF.

Es van trobar 8 SNPs significativament associats a MC i
MEF en la primera i la segona etapa, pero cap dels 8 va

replicar-se en la darrera fase.

Aquest és el primer estudi d'associacié genetica en el
qual s'analitza la cronificacié de la migranya. La manca
de resultats positius podria revertir-se en estudis futurs
on s'utilitzessin cohorts més nombroses de pacients, on
s'analitzessin SNPs a nivell gendomic o bé on s'utilitzessin

diferents aproximacions genétiques.
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Abstract

Introduction: Chranic migraine (CH) is at the severe end of the clinical migraine spectrum, but s genetic background is
unknown. Cur study searched for evidence that genetic factors are invelved in the chronification process.

Methods: W inttially selected 144 single-nucleotide polymorphisms (SNPs) from 48 candidate genes, which we tested for
association in two stages: The first stage encompassed 262 CM patients, the second investigated 226 patients with high-
frequency migraine (HFM). Subsequently, 5MPs with p values < 0.05 were forwarded to the replication stage containing
531 patients with CM or HFM.

Results: Eight SMPs were significantly associated with CM and HFM in the vwo-stage phase. Mone survived replication in
the third sage.

Discussion: Yve present the first comprehensive genetic association study for migraine chronification. There were no
significant findings. Future studies may benefit from larger, genome-wide data sets or should use other genetic

approaches to identify genetic factors involved in migraine chronification.
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Introduction

According to the International Classification  of
Headache Disorders, third edition beta (ICHD-111
beta) classification criteria, a clinical diagnosis of
chronic migraine (CM) is made when a patient has 15
or more days with headache per month of which at least
eight days have features of migraine headache (or that
are described by the patient as migraine and are
reheved by migraine-specific medication) (1). OM 15 at
the severe end of the clinical migraine spectrum with a
substantially decreased quality of life and increased dis-
ability, and 15 strongly associated with depression,
medication overuse, and/or cmancous allodynia (2.3).
The reported prevalence of CM is estimated to be
around 0.5% o 2.0% (4.5). Recently, several
genome-wide association studies (GWAS) have wenn-
fied a dorzen susceptibility gene variants and loci for
episodic migraine (6-8), bul until now no studies have
focused on wentifving genetic sk factors for CM.

It is debatable whether it s meaningful to make a
strict distinction between cpisodic migraine and CM
because headache frequéency in patients vares from
month o month and the thresholds of 15 headache
days and eight migraine days. while practical, are arbi-
trary (9). Genetic studies in rarer complex disease sub-
types, such as OM, are particularly challenging as
collecting sufficiently large numbers of well-character-
ized patients is difficult. Therefore, we decided to also
include a group of patients with  high-frequency
migraine (HFM) who suffer from headache 10 to 14
days per month, with half or more days meeting the
criteria for migraine.

The aim of this study was 1o obtain evidence for
association of variants in genes, acting in pathways pos-
sibly implicated in the chromification process of
migraine as well as relevant secondary  hits  from
GWAS, with chronification of migraine, In total, 144
single-nucleotide polymorphisms (SMPs) selected based
on literature and previous studies were tested in a three-
stage design,

Methods
Participants and design of the genetic association

study

Participants included in our study were patients diag-
nosed with either CM or HFM, and healthy control
individuals. Migraine diagnoses were based on ICHD
criteria. A three-stage genetic associalion study was
performed (Figure 1). The discovery stage included
262 CM patients and 2879 control individuals (all
patients come from the CHROMIG study (Spain), or
the Leiden University Migraine Neuro  Analysis

(LUMINA) study (the MNetherlands)). In this stage, all
144 SMPs (in 48 genes) were tested. The selected mar-
kers Tulfilled one or more of the following ¢ritena: i)
SMPs had been positively associated with migraime and
not replicated in other migraine candidate-gene associ-
ation studies: ii) the corresponding genes had already
been implicated in mechanisms relevant to the chroni-
fication of migraine; or iii) SNPs were identified as sec-
ondary findings in previous migrame GWAS, In the
second stage, all SNPs of the first stage that showed a
povalue <005 were tested in o further 226 patients
diagnosed with HFM wvs. the same 287% controls
(patients again came from Spain or the Netherlands),
In the third stage. SNPs with p values < 0.05 in the first
two stages were tested for replication in 531 patients
with CM or HFM ({all patients came from the
CHROMIG study (Span), the LUMINA study (the
MWetherlands), or the Nord-Trendelag Health Study
(HUNT) (Morway)). In this stage, 2491 different con-
trol individuals from the three countries were tested.

Gene and SNP selection

We designed a candidate-gene association study focus-
ing on genes that are likely associated with migraine or
migraine comorbidities and may act as risk factors for
migraine progression. To dale, many associalion stu-
dies have been performed to dentify genetic factors
that confer susceptibility 1o common migraine (10,11},
We selected genetic varants that had been studied in
Caucasian populations. especially those that were stu-
died only once. According to these criteria, a total
number of 42 SNPs in 26 genes were selected. These
genes were related 1o 1) ion metabolism transport
(caleium channel, voltage-dependent, beta 2 subunit
(CACNBZ) and potassium  voltage-gated  channel,
Shab-related subfomily, member 2 (KONEB2) (12, syn-
taxin 1A (STX1A) (13), endothelin 1 (EDNT), endothe-
lin receptor tvpe A (EDPNRA) and endothelin receptor
type B (EDNER) (14-16): i) dopamine (DBH) (1T7)
and serotonin metabolism (HTR2E) (18); iii) hormonal
metabolism (ESRD) (19-23); iv) vascular disease (inter-
leukin (L )-%. potassium  channel, subfamly K,
member 17 (KCNKIT), low-density lipoprotein recep-
tor-rélitted protein | (LRPT), matrix metallopeptidase
12 (macrophage elastase) (MMP12), methylenetetra-
hydrofolate  dehydrogenase  (nicotinamide  adenine
dinucleotide phosphate  (NADP) + dependenty 1,
methenyltetrahydrofolate cyclohvdrolase, formyltetra-
hydrofolate synthetase (MTHFDI), nitric oxide syn-
thase 3 (endothelial cell) (NOS3), sodium channel,
non-vollage-gated 1 alpha subunit (SCNNIA), trans-
forming growth factor, beta | (TGFEM) and umor
necrosis [actor (TVF)) (24-26); v) aulonomous nervous
system dysfunction (GNAS complex locus (GNAXT)
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Discovery phase Replication phase
Spanish CM cohort
181 cases Spanish CMHFM cohort
B0 conbrpls
Tolal T0 cases
262 cazes 304 conbrols
2878 controls | [ nuieh CM cohort ;
81 casas Dutch CWHFM cohort
2078 controls
210 cases
Efi6 conbrols.
Total
&mﬁ > 531 cases
| | Morwegian CMMHFM cohort {1} I o
Spanish HFM cohort p<005] | 165 coses
455 controls
116 cases
BO1 controls J
Total
226 cases Norweglan CMHFM cohort (1)
2879 contals” | [ e teh HEM cohort g i
706 conbrols.
110 cases
2078 controls

Figure |. Three-stage gene association cohort study design,

CM: chronic migraine: HFM: high-frequency migraine; GYWAS: genome-wide association study.
*In stages | and 2, the same group of 2879 controls was used. "The second Norwegian cohort was previously genotyped as part of a
GWAS (5). This cohort was used for in silico replication in the present study. The ather cohores in seage 3 were genotyped using a

TagMan genotyping assay.

and potassium inwardly-rectifving channel, subfamily
J. member 1 (KONJI)Y (27.28); i) stress-response
(brain-derived neurotrophic factor (BDONF)) (29); vii)
and psychiatric disorder-related genes, specially asso-
ciated with anxiety and depression syndrome (cate-
chol-C-methyltransierase (COMT),  cryvptochrome
circadian clock 1 (CRY /). vasoactive intestinal peptide
receptor 2 { VIPR2), regulator of G-protein signaling 2
(RGE2). sodium channel, voltage-gated, type 1X, alpha
subunit (SCN9A) and Wolfram svodrome 1 (wol-
framin) {(WFSN) (30-33). In addition, we selected can-
didate genes that encode molecules known to play an
important role in migraine pathophysiology but that
had not been studied before in candidate-gene associ-
ation studies for migraine. In more detail, 37 TagSNPs
were selected from CEU Hapmap data using a tagger
pairwise tool with = 0.% (Haploview tool) that codes
for calcitonin-gene related peptide (CALCA) and its
CGRP-receptor  subunits  (calcitonin  receptor-like
(CALCRL) and receptor (G prolein-coupled) activity
maodifying protein 1 (RAMPI)). The pituitary adenyla-
tecyclase-activating polypeptide (PACAP), a neuroex-
citatory peptide released o pentaqueductal gray matter
during nevwrogenic  inflammation. encoded by the

adenylate cyclase activating polypeptide 1 (pituitary)
(ADCYAPI) gene, and its receptor, encoded by adenyl-
ate cvelase activating polypepiide [ (pituitary) recepior
type [ {(ADCYAPIRT), were also investigated with 17
lagSMPs. ESRI and ESRZ, but not G protein-coupled
estrogen receplor | (GPRIT) estrogen receplors, have
been previowsly studied in relation to migraing, so we
included GPR, which encodes a multi-pass mem-
brane protein that binds estrogen. Fractalkine, a che-
mokine that has been associated with neuroprotection
(chemokine (C-X3-C motif} ligand 1 (CXICLI) gene),
and s receptor (CYICRT) were chosen as candudate
genes with six wgSNPs (34), We also Tocused on two
malecules that had been previously reported in a micro-
array study as probable migraine with aura biomarkers.
namely alpha-phodrin (SPTAN and hippocalcin-like
protein (HPCALD (35). The former is a cytoskeletal
protein of the spectrins family and the latter is a
member of the neuron-specific caleium-binding protein
family and is involved in neuronal signaling in the cen-
tral nervous system. Two 1agSNPs in both genes were
genotyped. A 1agSNP in peripherin (PRPH), a cylo-
skeleta] protein localized m neurons of the peripheral
nervous system, the expression of which has been
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associated with GPRIO, was also studied (36). Finally,
eight 1agSNPs in a gene involved in circadian rhythm
and metabolism regulation (CLOCK) were added 1o the
panel. Overall, 77 non-previously studied gene vanants
in 12 penes were selected.

Finally. 25 polymorphisms extracted from the list
of secondary top hits in the analvsis of the first
migraine GWAS (6) that was carried out by our
Internatanal Headache Crenetics Consortium
(THGC) were included. The list included 15 intergenic
SNPs and 10 variations that were located in gene-
coding  regions  (acvl-CoA  synthetase  long-chain
family member 5 (ACSLS), chromosome 4 open read-
ing frame 22 ({40#22), DOC npetrin 1 receplor
(DCC), insulin-induced gene 2 (INSIG2), opioid bind-
ing protein/cell adhesion molecule-like (OPCMEL),
olfactory receptor, family 9, subfamily ), member 1
(ORDOT, reelin (RELN), SET and MYND domain
containing 3 (SMWYD3), STAM binding protein-like
I (STAMEPLD and transient receplor  polential
cation channel. subfamily M. member 8 (TRPMS)).
In summary, 119 SNPs were genotyped in 38 candi-
date genes, as well as 25 additional SNPs from GWAS
data.

Cohorts

Spanish CM and HFM patients were recruited at the
Headache Unit of the Vall d"Hebron University
Hospital (Barcelona). Patients with CM were diag-
nosed by a clinical interview and physical examination
by a headache-specializing neurclogist. according to
the ICHD-I beta classification (1), HFM was diag-
nosed when patients suffered from headache 10 10 14
days per month, of which hall’ or more days Tulfilled
the criteria for migraine, Healthy controls were blood
donors, Exclusion criteria for this control population
were migraine, a positive Tamily history for migraine
and any type of severe or recurrent headache in first-
degree relatives,

Dutch CM and HFM patients were available from
the well-defined, web-based LUMINA population
{Leiden Umiversity Migraine Neuro Analysis program)
(www. lume.nl hoofdpijn). Details of this study are
described  elsewhere (37). Migraine was diagnosed
according to the ICHD-II1 beta criteria (1), CM was
diagnosed when patients suffered from migraine and
indicated that they experienced severe headache 15 or
more davs per month. HFM was diagnosed when
patients suffered from migraine and indicated that
they experienced severe headache 10-14 days per
month. Control samples for the discovery phase
were parl of the population-based Rouerdam Study
(38). Control sumples for the replication phase were
collected vin a Duich blood bank.

The Norwegian patients were recruited from the
population-based HUNT-2 (1995-1997) and HUNT-3
( 2006 2008) studies, in which all mhabitants {age = 20
years) of the Mord-Trondelag county of Morway were
invited to participate (39,40). Migraine was diagnosed
based on a modified version of the most recent ICHD
criteria at the time of each study, and this question-
naire-based headache classification has been validated
by interview dingnoses (39,40), Migraineurs reporting
headache seven or more dayvs per month were classified
as HFM, and those reporting headache 15 or more days
per month were classified as CM. Controls were
recruited from the same two studies. and participants
fulfilling criteria for migraine were excluded from the
contrel population.

Genotyping

Spanish cohorts. Venous blood samples of individuals
who fulfilled inclusion criteria were collected in ethyle-
nediaminetetraacelic acid (EDTA) tubes and conserved
at —80°C until DMNA extraction. DNA was extracted
from blood lymphocytes at the Centre de Regulacio
Genomica (CRG, Barcelona. Spain)  with  the
Chemagen® extraction kit (Perkin Elmer, Germany)
and at the Departament de Genética (Facultat de
Biclogia, Universitat de Barcelona, Barcelona, Spain)
bv a standard salting-out procedure (41), Quantity and
quality of DNA samples were controlled spectrophoto-
metncally  with  NanoDrop NDIOOO  (NanoDrop.,
Wilmingion, DE, USA). Genotyping of SNPs in the
discovery sample set was performed with VeraCode®
GoldenGate® technology (Mumina, CRG. Barcelona,
Spain). For the replication phase, an additional 70 CM
and HFM patients and 394 controls were recruited
under the same criteria and procedures that were used
for the discovery sample. Blood sampling and DNA
extraction were performed in the same  way,
Genotyping was performed with a TagMan®™ SNP
Genotyping Assay (Applicd Biosvstems, Foster City,
CA, USA) using the THWOHT Sequence Detection
System (SDS. Applied Biosystems) in 384-well plates
and following the manufacturer’s protocol.

Dutch cohorts. Peripheral blood samples were collected
in EDTA tubes. Subsequently, DNA was isolated using
a standard salting-out method, Genotyping of the
samples had been  previously performed as  part
of two GWAS for common migraine (6,7).
Cienotyping of the replication cohorl was performed
with a TagMan® SNP Genotyping Assay (Applied
Biosystems. Foster City, CA, USA). A standard poly-
merase chain reaction (PCR) was carried oul using the
TugMan Universal PCR Master Mix. Genotvping clus-
ters were analvzed wsing the LighCyeler LC-480
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machine and LightCyeler™ 480 1.5.0 software, version
[.5.0.39 (Roche Applied Scwence, Penzberg, Upper
Bavana, Germany) in 384-well plates Tollowing the
manufacturer’s protocal,

MNorwegian cohorts. DNA from all Norwegian samples
was extracted from blood using two kits: Autopure
Kit {Qiagen. Duesseldorl, Germany) and Masterpure
Kit (Medinor, Oslo, Morway), both based on a sali-
ing-out procedure, Quantity and quality of DNA sam-
ples were controlled regularly by monitoring  every
eighth sample spectrophotometrically with NanoDrop
MO0 and NDE0O00 ( NanoDrop), Genotyping of the
replication cohort was performed with a TagMan®
SNP Genotyping Assay (Applied Biosystems). A stand-
ard PCR reaction was carried out using the TaqMan
Universal PCR Master Mix. Genotyping clusters were
analyzed using the LightCyveler LC-480 machine and
LightCycler™ 480 1.5.0 sofltware, version 1.5.0.39
{Roche Applied Science, Penzberg, Germany) in 384-
well plates following the manufacturer’s protocol. A
part of the Norwegian sample for replication had pre-
viously been genotyped with the Hlumina 670 k plat-
form, as part of a GWAS of migraine (8), and was used
for in silico replication for the current study. We used
the llluminus calling algorithm, with the following fil-
ters for genotyped SNPs: minimum call rate per SNP
and per mdividual (0.97), Hardy-Weinberg cquilibrium
(HWE}) p value higher than 1.00 E-06 and minor allele
frequency (MAF) =0.01. For those SNPs that were not
directly penotyped, imputation was performed with
Impute v.2.1.2 in a standardized pipeline, using
HapMap2 data from a CEU population as the refer-
ence panel.

Statistical analyses

We performed power calculations for all three steps of
our design, assuming an additive model, an effect allele
frequency of 0.20 and effect sizes ranging from 1.2 10 1.4,
Weadded the outcome of these power calculations to the
online Supplementary Material. Statistical analyses were
performed using PLINK v1.07 (42) and SNPTEST
¥2.2.0(43). GTOOLv0.7.5was used to combine different
cohorts, First, the entire panel of SMNPs was tested for the
HWE for cach cohort considering p < 0,05 as the thresh-
old, Then, both allele and genotype frequencies were
compared between cases and controls, considering addi-
tive, genotypic {co-dominance), dominant and recessive
models. Subsequently, a meta-analysis was performed
using GWAMA v2.1. For all analyses, the threshold
for statistical significance was defined as a p value
below 0L05, Approval was obtained rom local medical
ethics committees and written informed consent was
obtained from all participants,

Results

For this study, 144 SNPs in genes already implicated in
migraine or that had surfaced as interesting secondary
hits in GWAS (see online Supplementary Material)
were used in o three-stage association design
(Figure 2). In the first stage, SNPs were tested in 262
patients with CM vs. 2879 control individuals. Mominal
significant associations (p value < 0,05) were obtained
for 30 SNPs (see also online Supplemental Maternal,
Table 2). These 30 SMNPs were taken forward to the
second stage with 226 patients with HFM and the
same control data set, where eight SMPs showed a nom-
inally significant association; rs3742912 {in SCNNIA),
rs3T92603 (in CLOCK), rs2956 (in CALCA), rsB58745
(in CALCRL), rs302680 (in RAMPS), r22267730 and
12299908 (in ADCYAPIRD, and rs217693, which is
an intergenic SNP (see Table 1 for detailed information
on these 8 SMPs), These cight SMNPs were taken for-
ward to the replication stage and were genotyped in
three replication cohorts from Spain (70 patients with
CM or HFM and 394 controls), the Netherlands (210
patients with CM or HFM and 8% controls), and
Morway (162 patients with CM or HFM and 495 con-
trols). The availability of GWA data allowed testing
of seven of the eight SNPs in 89 additional Norwegian

patients with CM o HFM  and 706 controls.
144 candidate SNPs
128 5MPs loft *
Stagn 1 tnsbod in 262 CM patienis vs.
Discavery (1) 2879 controls
30 SHPs nominally significant
Stage 2 in stage 1
Discavery (2) tesied i 226 HFM palients va.
2878 controls
B SNPs nominally significant
Stage 3 in stage 1 and 2
Repication tested in 531 CMMHFM paties
vs. 2,451 conbrols.

Figure 1. S5MP selection stuedy flow.

SNP. single-nucleatide polymorphism: CM: chronic migraine:
HFM: high-frequency migraine; HWE Hardy-VWeinberg equilib-
rium. *16 SMPs excluded due to genotyping failure, low HWE,
or low rate of successhl genotypes. Mominally significane
p< 0,05,
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Subsequently, @ combined meta-unalysis of the associ-
ation results from these replicaton cohorts with 53]
partients with CM or HFM and 2491 controls was per-
formed but showed no statstcally  significant
associations.

Discussion

Here we present the first comprehensive genetic associ-
ation study in CM and HFM migraineurs testing 144
SNPs from 48 genes in 1019 patients with CM or
HFM. without significant associations, Patient numbers
in each cohort were relatively small, largely because of
the rarity of CM. which makes it difficult to collect large
enough patient samples. As CM is a complex genetic
disorder. it is likely that multiple genetic variants, each
with relatively small effect, contribute to disease suscep-
tibility, suggesting that large numbers of patients and
controls are needed Lo reach suflicient power to detect
i genetic association, We attempted to address this chal-
lenge in two ways. First, to increase overall numbers, we
decided to include not only CM patients, but also HFM
individuals, as we consider the cutoff values for a diag-
nosis of CM to be rather arbitrary and instead favor the
idea that migraine chronification has a broader spec-
trum with respect to the number of headoche days (9).
Second, by selecting only candidate genes (and SNPs
therein) we reduced the massive correction for multiple
testing that 15 needed for unbiased GWA approaches.
Considening  the negative resullts. our  approach
may still have had insufficient statistical power or
we mayv have selected SNPs irrelevant to migraine

Table |. Results of the replication phase (stage 3).

chronification. As even large international collabor-
ations, such as the IHGC, have difficulties collecting
large enough cohorts of well-charactenized patients
with CM and HFM. we feel that studies like ours will
probably remain underpowered in the immediate future,
We are working with the IHGC on unifving the criteria
to select patients so that future studies will be able to
count on larger and better phenotyped cohorts.

CM is severely disabling and difficult to manage, as
affected patients experence substantially more-frequent
headaches, comorbid pain and affective disorders, and
fewer pain-free intervals, than do those with episodic
migraine (4), Furthermore, the relationship of CM with
cutancous allodynia has been investigated. indicating
that cutancous allodynia is a clear risk factor for
migraine chronification (3). Different models have
been proposed o explain this relationship. Further
investigations mto the basic mechanisms of cutaneous
alladynia, and its relationship with migraine chronifica-
tion, could lead to new potential genes that should be
studied in Muture designs.

Clinical and genetic studies have shown that
migraine 15 a multifactorial disorder with complex
interaction between multiple predisposing genetic and
modulating non-genetic factors. GWAS have identified
13 gene variants pointing, among others, at path-
ways involved in gluitamalergic neurotransmission and
synaptic function (%), Translating resulis from GWAS
to pathophysiological mechanisms, however, remains
one of the biggest challenges in molecular biology as
gene effect sizes are small and their interactions are
complex.

Stage | Stmage2  Suge3

Discovery Discovery
General SNP information phaze phase Replication phase (CMIHFMH)

(CH) (HFM)

Rel Al Cohors  Samples

SNP Chr. (posiven)  Gene llele aliele pvalue  pwalue  pvalue OR [95% CI) (M) (M) Effects
reaf42912 |1 (E438150) SCHMMILA G A 0.03% 0,003 Q.21 0872 (0672-1.132) 3 210d =f=f=
red7OR503 4 (56302038) CLOCK G A, 0004 0.004 0.9 1024 {291 1=1,150) 4 1943 =l
rs2 17693 |4 (2402801}  Intergenic G A 0045 .oy oIg Q210 (0Bl&~100B) 4 1930 =laf=i=
red%5s T (149E9120) CALCA T A, <0001 0.03% 0,50 0,993 (0.8%5-1,102) 4 1967 =i 4
riflSET4S 1 (188316807) CALCRL T C <0001 0.004 01z LI29 0971-1.313) 4 1315 +iH I+
re302680 1 (2IBTH13%6) RAMPI G A 0.040 o ek ] 1009 (0.B887-1.147) 4 1737 +--+
reddEdTI0 T (311226300 ADCYAPIRI T C 0043 0.036 0.3s 0956 (0.868-1.052) 4 1845 ==
raldFF90E 7 (311380%8) ADCYAPIR| G A hrrl] 0.044 0.34 0.946 (0.843-1061) 4 1B —f— i

SMP: single-nuclectide polymorphism; CM: chronic migraine: HFME high-frequency migraine; Ref. allele: Reference allele; Al allele: alternative allele;
OR: odds ratio; Cl: confidence interval Genomic position in basepairs according to Buid 37, Scage | included 262 CM cases and 2E79 controls, stage 2
imeluded Y26 HFM cases and 2879 controls (same controls s seage 1), and stage 3 included 531 CM/HFM cases and 2491 controls. Efeces: Derection of
individual effects in the four replication cohores, deplcred in the following order: Spanisth CHROMIG (TagMan)iNorwegan Mard-Trandelg Health

Study (HUMNT] (in sificojMorwegian HUNT (TagMan)Dutch Leiden University Migroine NMeuro Analysss (LLMIMA) (Tagtan). (+) risk additon; (=) risk

reduction; (1) not calculated (because of missing data),
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We suggest that for future designs it is relevant to
consider the outcome of withdrawal from medication,
as the vast magorty of CM patients are {overjusing
acute headache medication, In this study, we did not
have sufficient data to include this aspect in the ana-
Iysis. However, future studies would benefit from sub-
dividing CM individuals into patients responsive to
withdrawal therapy and returning to episodic
migraine after withdrawal of their medication, and

patients in whom such withdrawal has no or less
effect on sttack frequency. Lastly, although the prob-
lem of statistical power will remain problematic in
association studies for CM and HFM, we would
like to put forward that perhaps other genetic
approaches are more fruitful in detecting genes and
pathways imvolved in CM, such as gene-expression
studies, epigenctic studies or the amalysis of rare
LRy HTTTES

Clinical implications

migraing chronification is not warranted so far.

factors involved in migraine chronification,

o Mo penetic variants were detected, indicating that genetic testing to identify patients at increased risk for

o Medication overuse and the success of reverting to episodic migraine after withdrawal of acute medication in
individual patients should be considered when studving chronic migraine.
o Future studies may benefit from larger data sets or should use other genetic approaches to identily genetic
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APENDIX 3

Les mutacions en el gen SZT2 causen
encefalopatia infantil amb epiléepsia i
dismorfia del cos callds

RESUM

Les encefalopaties epiléptiques s6n malalties severes ge-
neticament heterogénies en les quals l'activitat epileptica
contribueix al deteriorament neuronal. Es van estudiar dos
nens no emparentats amb encefalopatia epiléeptica d’ori-
gen primerenc caracteritzats per la preséncia d'epilépsia
refractariairetras en el desenvolupament, com també per
un cos callés gruixut i curt.

Mitjancant la seqlienciacié de U'exoma, es van identificar
mutacions en el gen SZT2 en ambdds pacients. Les mu-
tacions causants inclouen una mutacié sense sentit en
homozigosi i una mutacidé sense sentit en heterozigositat
composta amb una mutacié que afecta un lloc de splicing
exonic. La darrera mutacié comporta que un dels exons no
sigui transcriti que es crei un nou codd STOP prematur, tal
i com indiquen els resultats de la RT-PCR en ARN extret
de la sang del pacient. S’ha predit que les 3 mutacions
trobades resultin en la resposta de degradacid del ARN
missatger i/o en el truncament prematur de la proteina
que implicaria una perdua de la funci¢ d’aquesta. Tot i que
el paper de la proteina SZT2 en l'excitabilitat neuronalien
el desenvolupament neuronal encara no esta descrit, la
proteina Szt2 s’havist que modula el llindar de les crisis
epiléptiques en ratoli, resultats consistents amb la nostra
troballa en humans.

Els resultats d’aquest estudi permeten concloure que les
mutacions en el gen SZT2 causen un tipus sever d’ence-
falopatia infantil de tipus autosomic recessiu amb crisis

intractables i anomalies neuroradiologiques distintives.
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REPORT

Biallelic $ZT2 Mutations Cause
Infantile Encephalopathy with Epilepsy
and Dysmorphic Corpus Callosum

Lina Basel-Vanagaite,'=*4* Tova Hershkovitz,® Eli Heyman,® Miguel Raspall-Chaure,”
Masecbullah Kakar® Pola Smirin-Yosef,® Marta Vila-Pueyo,” Liora Komreich,® Holger Thiele, ™
Harald Bode,!! Irina Lagovsky,® Dwvir Dahary,'2 Ami Haviv,'2 Monika Weisz Hubshman,*
Metsada Pasmanik-Chor,'? Peter Namberg, ' 1455 Doron Gothelf,!'" Christian Kubisch,®
Mordechal Shohat,'244 Alfons Macaya,” and Guntram Borck®=

Epileptic encephalopathics are genctically heterogencous severe disorders in which epileptic activity contributes 1o neurological
deterioration. We studied two unrelated children presenting with a distinctive early-onset eplleptic encephalopathy characterized by
refractory epilepsy and absent developmental milestones, as well as thick and short corpus callosum and persistent Givam septum
pellucidum on brain MEL Using whole-cxome sequencing, we identified biallelic mutations in scizure threshold 2 (82725 in both
affected children. The causative mutations include a homazvgous nonsense mutation and a nonsense mutation ogether with an exonic
splice-site mutation in a compound-heterozygous state. The latter mutation leads 1o exon skipping and premature termination of trans-
lation, as shown by RT-ICR in blood RNA of the affected boy. Thus, all three mutations are predicted to result in nonse nse-mediated
mENA decay andfor premature protein truncation and thereby loss of 52712 function. Although the molecular role of the peroxisomal
protein $£12 in neuronal excitability and brain development remains to be defined, 5202 has been shown to influence seizure threshold
and epileptogenesis in mice, consistent with our Andings in humans, We conclude that mutations in 8272 cause o severe type of auto-

sovmal-recessive infantile encephalopathy with Intractable seizures and distinct newrcradiological anomalies.

Children presenting with neonatal or infantile encepha-
lopathies featuring epilepsy often follow a devastating
course leading to premature death or toa poor neurological
outcome, The developing brain seems to be particularly
prone and susceptible to seizure activity. The impairment
of active processes of myelination, synaptogenesis, nearon
migration, and apoptosis occurring in the neonatal and
infantile periods have been implicated in both the initia-
tion and the propagation of seizunes, as well as in the often
devastating results of seisure ..'u:l11|.ljl"|,'."3 The motor, sen-
sory, and cognitive development of a child with epilepsy
is often impaired by ongoing epileptic .a.t:li*-'it}'.l Thus, in
those conditions featuring frequent seizures andfor prom-
inent epileptiform abnormalities on clectroencephalog-
raphy (EEG], epilepsy itsell might contribute to cognitive
impairment, and these disorders are classified as epileptic
encephalopathies,

Early-omset epileptic encephalopathies (EOEEs) are high-
Iy heterogeneous, and when the most common acquired,
malformative, and metabolic etiologies are ruled out, the
possibility of a genetic cause must be addressed, Specific

syndromes are defined on the basis of seizure type, age of
onset, and the results of ancillary tests, and this has proved
wseful for guiding genetic studies. ' However, the genetic
origins and underlving molecular processes of EOEEs
have been described in only a few well-defined syn-
dromes, ™" such as Ohtahara syndrome (MIM 308350 and
612164), Ohtahara syndrome, one of the most severe
and earliest forms of epilepsy, is characterized by a suppres-
sion burst pattern on EEG and can be caused by heterory-
gous de novo mutations in STXBPD (MIM Blze26), 7"
Mutations in more than ten additional genes cause carly
infantile epileptic encephalopathy in a broad sense,”
but because of the lack of specific dinical, clectrophysio-
logic, and newroradiologic signs, many affected children
have no specific diagnosis. Contemporary tools for genetic
analysis, such as microarray-based comparative genomic
hybridization (array CGH) and whole-exome sequencing,
have greatly enhanced the ability to identify pathogenic
copy-number variations and mutations even in rare
disease phenotypes,™"” Understanding the genetic basis
of EOEEs will enable more precise diagnosis, genetic
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Figure 1. Pedigrees and Pictures of Individuals with EOEE

(A and B) Pedigrees of family 1 (A) and family 2 (B). Individuals
affected or likely affectsd by EDEE are represented by filked black
and gray symbols, respectively, The index individuals are depicted
Iy arrewws, The plus sign (4 denotes the reference sequence, and
“mut” indicates the respective mutation. Red "mut™ mepresents
the o 73C=T (pArg25*) nonsense mutation, blue “mut” epresents
the . 14966 T exonic splice-site mutatbon, and green “mut” rep-
fesents the o 20820 =T l:i'l.l.ilrl.h'iﬂ':l NOFSENSE miatation.

() Imdividual 1 a1 the age of 10 vears (left) and individual 2 at the
age of @ vears (right), Common facial dysmorphic features include
a high forehead, downslanting palpebral fissures, prosis, and
arched and laterally extended eycbrows.

counseling, and classification of these discases and might
eventually assist in the development of targeted treat-
ments.

We aimed at the identification of causative alleles in
genetically unresolved forms of EOEE. The study was
approved by the ethics committee of the University of
Ulm and the Helsinki committee of the Rabin Medical
Center in accordance with a protocol approved by the
Mational Committee for Genetic Studies, [sraeli Ministry
of Health, Written informed consent o participate in

the study was obtained from the affected individuals®
parents,

We studied two unrelated individuals with unexplained
EOEE and remarkable clinical and radiological similarities.
Clinical features are summarized in Table 51, available
online, Individual 1 (16, Figure 1A), a 1ikvear-old girl, is
the sixth child of healthy nonconsanguineous parents
who are both of lragi Jewish descent. One of her brothers
{individual 11:5) was probably affected by the same condi-
tion; he died at age 3 vears from respiratory infection,
and no DNA was available for genetic studies. Individual
2 (111, Figure 1B), a 9-year-old boy, is the first child of
healthy nonconsanguineous Spanish parents. Both umnre-
lated children had common facial dyvsmorphic features
(Figure 1C), severe developmental delay with hypotonia
in infancy, decreased tendon reflexes, and absence of devel-
oprmenital milestones; there was no microcephaly, Seizures
began at the age of 4 years in individual 1 and at the age of
2 months in her affected brother and in individual 2,
Seizures in individoal 1 were characterized by loss of con-
sciousness, drooling, and perioral ovanosis and  were
at times followed by tonic-clonic generalization. Initially
described as focal, seizures in individual 2 affected either
side of the body with frequent tonic generalization. The
current seizune pattern includes multiple tonic seizures
prer day and atypical absences, Seizures have proved highly
refractory to multiple antlepileptic drug combinations in
both children. EEG of individual 1 was normal prior o
epilepsy onset. After the onset of epilepsy, EEG showed
an abnormal background trace and prominent epilepti-
form abnormalities in both children (Figure 51, but no sup-
pression burst pattern. In individual 1, EEG at the age of 4
vears showed slowed 4=5 Hz background activity with iso-
lated spike waves and sharp waves in the right frontopolar
and right frontocentral areas, as well as focal 12-14 and
6 Hz eplleptic activity with secondary generalization, corre-
sponding to clinical selzures, In individual 2, EEG at the age
of 8 years revealed altered background activity and no
topographic differentiation and multifocal spikes in cither
hemisphere, Brain MRI showed a short and thick COMpus
callosum and persistent cavum septum pellucidum in
hath children, as well as in the deceased brother of individ-
wal 1 (Figure 2). Electromyography, nerve conduction ve-
locities, array CGH, and metabolic investigations in blood,
urinee, and cerehrospinal Muid all gave normal results,

To identify the underlving genetic cause of the puta-
tively autosomal-recessive encephalopathy, we sequenced
the exomes of unrelated individuals 1 and 2. For the exome
sequence analysis, we used the SeqCap E£L Human Exome
Library v.2.0 and v.3.0 enrichment kits in individuals 1
and 2, respectively, and an Humina HiSeq2000 sequencer
with a paired-end 106 bp protocel, Sequence reads were
aligned to the human reference genome (hgl9 assembly,
UsC Genome Browser), Mean coverage was B4x and
111x for the exome of individuals 1 and 2, respectively,
and approximately 95% of the target sequences were
covered at least 10x in both exomes, Data analysis was
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]wrfnnnr,'d with a combination of available tools and
custom scripts (details are available on request) and, in

the case of individual 2, with the recently established
VARBANEK exome pipeline from the Cologne Center for
Genomics (H.T. and BN, unpublished data). We focused
on private and rare (minor allele frequency < (L01) pre-
sumptively damaging variants.

Meither of the two exomes displayved an apparent patho-
genic allele in any of the 15 OMIM-referenced genes
mutated in ecarly infantile epileptic  encephalopathy.
Because the parents of individual 1 are both of Iragi Jewish
origin, we assumed that a disease-causing mutation would
be present in the homozygous state. In individual 1, SNP-
array-based genotyping with an  Affymetrix  Human
Mapping 50K Xba 240 array and HomozygosityMapper''
identified five homozyvgosity regions = 2 Mb (on chromo-
somes 1, 3, 4, 10, and 12; Table 52); collectively, they span
20 Mb and contain =200 genes, none of which Is known
to be implicated in EOEEs. Four genes mapping to these
regions of homozyvgosity contained a rare homozygous
varant (Tables 53 and 54). Only one of these genes,
§ZT2, also harbored two distinet rare variants in individual
2, consistent with compound-heterozygous mutations,
5£T2 was the only gene in which rare or unique biallelic
damaging mutations were observed in the exomes of
bath affected individuals,

We confirmed the three 5272 (RefSeq accession number
MNM_015284.3) mutations by Sanger sequencing on an
ABIZT30 DNA Analveer after PCR amplification of the
exons of interest. Individual 1 was homozsygous for a
C.73C=T transition in exon 2. This mutation leads to a pre-
mature stop codon (pArg25*) (Figure 3A) and is predicted
to result in a truncation of 52812 after 24 of 3,375 amino
acids and/or in nonsense-mediated mENA decay (NMIY),
Alternatively, Met50, the next downstream in-frame
methionine, might be used as a translation initiation
codon, leading to an N-terminallyv-shortened protein, The
C.73C=T coscgregated  with  the
disease in the family (Figure 1A} and was absent from
143 Iragi Jewish control subjects. Individual 2 was com-

nonsense  mutation

Figure 2. Brain MRI Findings

PFersistent  cavum  septum  pellucidum
farrows) and thick amd shon corpus cal-
Iosum {arrowheads) in the three affected
children,

iA and Ej Individual 115 at the age ol
& months,

(I, F and Gy Individueal 11-6 (individoal
1} at the ages of T months (B and Fj and
4 vears and & months (C and G).

(v amd H) Individuwal 2 at the age of 2 years.

pound heterozygous for a c.2092C>T
(p.GInA98") nonsense mutation in-
herited from the mother and a pater-
nally inherited c. 1496G>T mutation
(Tigures 16 and 38) that was predicted
to lead to the amino acid substitution paeraiile, The
latter mutation affects the guanine at the last position of
exon 10 (Figure 3B) and is predicted by the NNSPLICE
and VARBANK-MaxEntscan splice prediction tools to
significantly weaken the exon 10 splice donor site
(NMNSPLICE: splice score (.88 for wild-tvpe versus 0,11 for
the mutation; VARBANK-MaxEntScan: splice score 7.7 for
wild-type versus 1.36 for the mutation). For the splicing
analysis, todal RNA from peripheral white blood cells of in-
dividual 2 and a control was extracted from fresh EDTA
blood by a standard trizol protocol. RT-PFCR was performed
with the QIAGEN OneStep RT-PCR kit with primers located
in 82T2 exons 9and 11. Using direct sequencing of RT-PCR
products amplified from RNA of individual 2, we observed
skipping of exon 10 (Figure 3C), consistent with the bio-
informatic prediction. This out-of-frame  exon-skipping
event Is predicied to lead to a frameshift followed by a
premature termination codon (p.Glyvd 12Alafs*86). Upon
RT-MCR, we detected the two mutations identified in
individual 2 in a heterozvgous state with largely similar
intensity (Figure 3C and data not shown), suggesting
that—at least in blood—these mutations induce no or
incomplete NMLY and are predicted to |1mdm1: truncated
proteins, None of the three mutations identified in the
twor children are present in the =6,000 European American
and African American  individuals  included in the
Mational Heart, Lung, and Blood Institute (NHLBI Exome
Sequencing Project Exome Variant Server,

We have identified mutations in 5272 as the cause of
EDEE in two unrelated children. The disease is character-
ized by severe developmental delay, refractory epilepsy,
and a thick corpus callosum and persistent cavum sepium
pellucidum, Recent advances in molecular genetics are
leading to an expanding list of genes that are mutated in
EQEEs." Ideally, genetic testing should be guided by the
phenotype, but this is not possible for many EOEEs that
do not show distinctive clinical or radiclogical features in
addition to epilepsy and developmental delay. Thus, the
causative mutation remains unknown for most children
with allegedly genetic epileptic encephalopathy, which
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Figure 3. 3272 Mutations

{A) Homozygous nonsense mulation .7 30T (p.Arg25®) detected
in imclividual 1,

(B} Compound-heterosygous mutation C2082Z0CT (poGlndSE*)
(lefeh amd ¢ 1496G=T (right) identified in individual 2.

{C) RT-PCR on total ENA extracted from the blood of individoeal
2 and a control shows that the ¢ 1496G>T exonic splice-sie
micitation leads to the skipping of exon 10,

poses. additional difficulties for discussing prognosis and
genetic counseling. In contrast to the features of other
genetic EOEEs, a thick corpus callosum and persistemnt
cavum septum pellucidum appear as clues that should
raise the suspicion of 53272 mutation.

Agenesis or dysgenesis of the corpus callosum is a nela-
tively frequent finding in neurodevelopmental disorders.
It has been describwsd in several EOEE-associated Mende-

lian syndromes, namely Alcardi syndrome (MIM 3040509
and the encephalopathy associated with mutations in
aristaless-related homeobox (ARX [MIM 300382 and
308350]1." Thick corpus callosum has been described in
Cohen syndrome (MIM 2165500, a disorder featuring
microcephaly, ocular abnormalities, and cognitive impair-
ment," and in interstitial 6g deletions."* In most of the
cases, a relatively large corpus callosum has been associated
with additional structural brain abnormalities.™ Another
neurodevelopmental syndrome with partial clinical over-
lap with the EOEE we describe is the genetically unresolved
syndrome of megalencephaly, mega corpus callosum, and
complete lack of motor development; this syndrome
might be associated with infantile spasms and persistent
cavum septum pellucidum, ™"

Whether 52172 participates in the processes of cellular
proliferation, axonal growth, or glial patterning occurring
at the midline during development remains to be investi-
gated, and thus how mutations in 5272 might influence
callosal and/or cortical morphogenesis is unknown, How-
ever, it 15 conceivable that defective axonal pruning might
have led to the thick corpus callosum, The finding of a
persistent cavum pnl]uridurn has been associated with
epilepsy,™™ but proof of causality is lacking and its fre-
quency in the general population is presently unknown.

Llse of the term epilgptic encephialopatiny presupposes that
epilepsy itself contributes to encephalopathy. However, it
is often difficult to weigh the role of epilepsy in newborns
or infants against the pre-existing severe neurological
dysfunction, given that neither selzures nor electroen-
cephalographic abnormalities substantially modify a poor
outcome that is mainly explained by the underdying
etiology. The existence of severe developmental delay
antedating the onset of epllepsy and EEG abnormalities
in the affected girl suggests that mutations in 5272 also
impair brain maturation and that this impairment oocurs
independently of the seizures,

The 71-exon gene S£T2 (selzure threshold 2, previously
known as TIGR, Clof84, and KIAAHGT) encodes a large
protein of unknown function, It is widely expressed and
has high expression in the CNS in humans and mice,
predominantly in the parietal and frontal cortices, hippo-
campus, cerebellum, and dorsal root ganglia.'™™ sZ12
contains predicted functional domains, namely a superox-
ide dismutase motif and a PTS1 peroxisomal targeting
signal, and was shown to colocalize with catalase at the
peroxisome.'” In that study, a suppression-subtractive-
hybridization procedure was used for identifving upregu-
lation of 5272 (called TIGR by the authors for “transcript
increased In glutamate resistance”) as protective agalnst
oxidative glutamate toxicity and H;Oz-induced oxidative
stress in a neuronal cell model. Thus, oxidative glutamate
toxicity and excitotoxicity are plausible mechanisms un-
derlying epileptogenesis caused by 5272 mutations,

5212 has been shown to influence seizure threshold
and epileptogenesis in mice. .5'::2“"““‘—I'l[:m{!.:-:}'gnu:\ TS
mutants are susceptible to induced seizures, although they
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do not display spontaneous seizures,™ The S22 "™ allele
contains a splice donor mutation after exon 32, predicting
transcriptional read-through, a translational frameshift,
and a premature stop. Male mutant mice treated daily
with a tetanic, high-frequency electrical stimulus devel-
oped seizures significantly earlier than did wild-tvpe con-
trals, Most of the mice that were homoavgous for another
mutation, Sx¢2 NS o eene-trap mutation in exon
21), died before birth; surviving mutant mice had a low
seizure threshold.™ Thus, in mice, truncating mutations
in 5202 can confer low seizure thresholds and embryvonic
lethality, phenotypes consistent with the pharmacoresist-
ant sefzures and developmental arrest in the human dis-
ease we describe. Unexpectedly, 5262 mBENA levels were
upregulated rather than diminished in both mutant mouse
models.®™  Although the underlving pathomechanism
remains to be elucidated, the effect of the mutations at
the protein level might well be loss of function, as is sup-
posedly the case in the human disease,

Our study defines an infantile epileptic syndrome and
highlights an important role for $272 in epileptogenesis.
Severe developmental delay antedating the onset of epi-
lepsy suggests that $2T72 might also play a role in human
brain development. The identification of additional per-
sons with biallelic 82T2 mutations will shed further light
o the clinical spectrum of this emerging disorder.

Supplemental Data

Supplemental Data include one figure and four tables and can be
found with this article online at hitp:y/fwwwcellcom/AJHG.
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