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1. INTRODUZIONE

1.1 Canali ionici

I canali ionici sono proteine integrali transmembrana in genere costituite da piu subunita a formare le
pareti di un poro idrofilo all’interno del doppio strato fosfolipidico attraverso il quale gli ioni possono
fluire; queste proteine sono in grado di discriminare tra cationi ed anioni, ma anche tra ioni
monovalenti e divalenti, per cui solo ioni con dimensioni e carica appropriata possono attraversare il
canale. Questa caratteristica ¢ detta permeabilita selettiva e in base ad essa si distinguono canali per
il Na®, K*, Ca*" o CI". Un’altra caratteristica importante dei canali ionici & che sono in grado di
attivarsi in risposta a segnali specifici, come cambiamenti nel potenziale di membrana o in presenza
di specifici ligandi. Queste proprieta dei canali ionici dipendono dalla presenza di due domini:

1. un filtro di selettivita, che determina quali ioni possono attraversare la membrana. Tale

regione ¢ presente nel poro, attraverso il quale passano gli ioni permeanti;

2. un “cancello” che determina le condizioni di apertura del canale.

I diversi meccanismi di gating (ovvero il tipo di segnale che determina 1’apertura) permettono di
distinguere i canali ionici in: meccano-sensibili, ligando-dipendenti o voltaggio-dipendenti.

I canali meccano-sensibili sono canali attivati da un aumento di tensione della membrana lipidica,
in risposta al quale i canali attuano un immediato e non selettivo rilascio di soluti ed acqua per
salvaguardare I’integrita cellulare. Tali canali sono localizzati principalmente a livello dei neuroni
sensoriali e sono alla base di processi fisiologici, come la percezione della pressione sulla pelle, delle
vibrazioni dell’aria e la propriocezione (Guichard et al., 2022). 11 loro meccanismo di apertura e
chiusura non ¢ stato ancora del tutto compreso; tuttavia, vi sono due ipotesi principali: secondo la
prima ipotesi, basterebbe la torsione o lo stiramento della membrana cellulare ad aprire
meccanicamente tali canali e, quando questa ritorna alla sua conformazione naturale in seguito alla
cessazione delle forze meccaniche, il canale torna allo stato chiuso. Secondo 1’altra ipotesi, invece,
esisterebbero delle strutture filamentose che ancorano la proteina da un lato al versante extracellulare
e dall’altro al citoscheletro: tali strutture trasmettono gli stimoli meccanici al canale regolandone
I’apertura o la chiusura (Guichard et al., 2022).

I canali ligando-dipendenti sono proteine oligomeriche in grado di convertire il segnale chimico in
flusso ionico attraverso la membrana postsinaptica. La peculiarita principale di questi canali € che 1
ligandi si legano con diversa affinita alle conformazioni aperte o chiuse del canale: in particolare, se
la molecola lega in maniera piu forte la conformazione chiusa sara detto inibitore, mentre se lega

fortemente quella aperta sara detto attivatore. Un esempio di canali ligando-dipendenti ¢
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rappresentato dai recettori nicotinici espressi sulla placca motrice, dove il ligando ¢ rappresentato
dall’acetilcolina (ACh, Figura 1): quando questa si lega, i recettori si aprono generando un potenziale
d’azione che si propaga all’interno della cellula muscolare attraverso i tubuli T innescando la
liberazione di Ca>" dal reticolo sarcoplasmatico e quindi il suo legame alla troponina, consentendo la
contrazione muscolare. Una volta che il potenziale d’azione cessa, il Ca** viene riassorbito a livello

del reticolo sarcoplasmatico, in modo da essere disponibile per essere rilasciato al successivo stimolo.

{l Potenziale
((5 d'azione
‘v

Corrente

Recettore
colinergico
nicotinico

(b)

Figura 1. Meccanismo d’azione dell’acetilcolina a livello della placca motrice. A) Giunzione
neuromuscolare, formata dal terminale assonico (in giallo) e dalla placca motrice (in rosa). B)
Meccanismo d’azione dell’acetilcolina nella contrazione muscolare: 1. arrivo di un potenziale
d’azione al terminale assonico di un motoneurone; 2. apertura dei canali del Ca®" voltaggio-
dipendenti; 3. ingresso di Ca®" che stimola il rilascio di acetilcolina tramite esocitosi di vescicole; 4.
legame dell’acetilcolina ai recettori nicotinici presenti sulla placca motrice con conseguente apertura;
5. ingresso di Na* con formazione di correnti locali; 6. generazione di un potenziale d’azione che si
diffonde lungo la membrana consentendo la contrazione muscolare; 7. scissione dell’acetilcolina in
colina ed acetil-coenzima A ad opera dell’enzima acetil-colinesterasi; 8. riassorbimento della colina

a livello del motoneurone per successiva riutilizzazione (Fonte: German, Stanfield; Fisiologia, 11
edizione, ediSES 20006).



I canali voltaggio-dipendenti sono strutture proteiche di peso molecolare compreso tra 1200 e 1 250
kDa, la cui attivazione ¢ innescata da variazioni del potenziale di membrana. Esistono canali
voltaggio-dipendenti per K*, Na* e Ca?"; i primi sono costituiti da quattro distinti polipeptidi o
subunita che si assemblano a formare un tetramero. Ogni subunita presenta sei segmenti
transmembrana, denominati da S1 a Se, di cui Ss e S¢ si collocano al centro formando il poro, mentre
gli altri segmenti, che costituiscono il sensore del voltaggio (o VSD) si dispongono radialmente.
Ognuno dei segmenti, ma anche le congiunzioni tra di essi, svolge un ruolo ben preciso nell’attivita
del canale regolandone I’attivazione, I’inattivazione oppure la selettivita ionica. Invece, i canali per
Na® e Ca?" sono costituiti da un’unica catena polipeptidica principale, chiamata subunita o, composta
da 4 domini (denominati da I a IV) constituiti da 300/400 amminoacidi, simili tra di loro e con
organizzazione strutturale molto simile a quella descritta per le singole subunita selettive per il K.
Pertanto, non sorprende che diversi studi dimostrano che le subunita dei canali del K" siano i
precursori filogenetici dei canali per Na* o Ca** (Figura 2).

Sia nei canali voltaggio-dipendenti sia in quelli voltaggio-indipendenti sono presenti delle subunita
dette accessorie. Queste sono variabili sia in tipologia che in numero e possono svolgere diverse
funzioni: possono, ad esempio, intervenire durante le fasi di assemblaggio dei canali, possono
regolare il loro trasporto e la localizzazione nella membrana plasmatica, oppure conferire

caratteristiche peculiari sia funzionali che farmacologiche a ciascun canale.
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Figura 2. Classificazione dei canali ionici voltaggio-dipendenti. A) canale del K™ ancestrale a due
segmenti transmembrana, B) struttura del canale del K" a quattro segmenti transmembrana originatosi
dalla duplicazione del gene codificante per i canali del K* a due segmenti transmembrana, C) canale
del K" a sei segmenti transmembrana originatosi dalla fusione di un sensore del voltaggio (in
marrone) € un canale a due domini transmembrana che formano la porzione del poro (in rosso), D)
rappresentazione strutturale di tipici canali del Na® e del Ca®" voltaggio-dipendenti, prodotti da
duplicazioni dei geni codificanti per i canali del K* a sei segmenti transmembrana, dove P indica il
poro (in blu) e VSD indica il sensore del voltaggio (in marrone; Cooper et al., 2012).



I canali voltaggio-dipendenti rispondono a variazioni del potenziale di membrana in quanto
possiedono strutture in grado di captare il campo elettrico ed i suoi cambiamenti; tale dominio prende
il nome di sensore del voltaggio (VSD), che include i segmenti da Si ad S4, con quest’ultimo che
contiene diversi residui amminoacidici carichi positivamente stabilizzati da legami elettrostatici con
residui carichi negativamente presenti nei segmenti Si, Sz ed S3, o con le teste polari dei fosfolipidi
di membrana. Il meccanismo attraverso il quale il VSD sia in grado di attivare il canale ¢ ancora oggi
oggetto di studio, sebbene i risultati ottenuti mediante tecniche di spettroscopia in fluorescenza,
elettrofisiologia e soprattutto di cristallografia hanno permesso di proporre tre modelli principali per
tale meccanismo:

1. modello del trasportatore: secondo questo modello il segmento S4 andrebbe incontro ad una
rotazione intorno al proprio asse durante la depolarizzazione, in seguito alla quale le cariche
positive si muoverebbero all’interno di cavita che si trovano in continuita tra I’ambiente extra-
ed intra-cellulare (Figura 3);

2. modello a vite elicoidale: in questo modello si ipotizza che in posizione di riposo 1’S4 che ¢
carico positivamente ¢ attratto dalle cariche negative presenti sui segmenti Si, S» € S3; in
conseguenza ad un cambio del potenziale di membrana, 1’Ss subisce una rotazione ed una
dislocazione lungo il proprio asse (Figura 3);

3. modello a paletta: questo modello & basato sulla struttura del canale del K" batterico KvAP,
in cui i segmenti S3 e S4 si uniscono a formare una forcina ad elica che possiede una grande
liberta di movimento; inoltre, sembrerebbe che con questo tipo di conformazione le cariche

dell’S4 siano esposte ai lipidi sia nello stato attivo sia in quello di riposo (Figura 3).
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Figura 3. Modelli di movimento del VSD. Rappresentazione dei tre modelli proposti per il
movimento dei segmenti S3 e S4 (cilindri arancioni, 7ombola et al., 20006).

In tutti 1 canali voltaggio-dipendenti, si parla di attivazione quando il canale passa da uno stato chiuso
ad uno aperto, viceversa quando si passa da uno stato aperto ad uno chiuso si parla di deattivazione;
in alcuni canali ¢ presente una terza configurazione, detta stato inattivato, in cui, nonostante il poro
risulti aperto, gli ioni non possono attraversare il canale; in piu, quest’ultimo non puo essere attivato
fino a quando il potenziale di membrana non ritornera al potenziale di riposo, permettendo la
deattivazione del canale. Tale processo prende il nome di recupero dall’inattivazione.
L’inattivazione di un canale voltaggio-dipendente ¢ solitamente dovuta a riarrangiamenti di porzioni
idrofobiche della proteina che vanno ad ostruire la porzione del poro fungendo da “cancello” per il
passaggio degli ioni. L’inattivazione di un canale puo essere dovuta anche all’azione di specifici
ligandi, come 1’interazione con proteine Ca**-dipendenti quali la calmodulina (Ziihlke et al., 1999),
processi di fosforilazione o defosforilazione (Dai et al., 2009) o ancora interazioni con subunita
accessorie (Goldin, 1993).

Il tratto che congiunge Ss ed S¢ contiene una sequenza chiamata HS di circa venti amminoacidi, che
si insinua all’interno dell’anello formato dagli altri segmenti e che delinea la regione centrale del

poro. A livello di tale regione, nei canali del K™ si trova la sequenza TVGYG (treonina-valina-glicina-
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tirosina-glicina), che costituisce il filtro di selettivita, ossia il dominio in cui avviene la selezione
degli ioni. Durante la depolarizzazione il riarrangiamento di S4 viene trasmesso a Se, determinando
I’apertura del poro. Da immagini cristallografiche di canali del potassio si ¢ visto che le regioni che
governano I’apertura e la chiusura del poro sono localizzate a livello del C-terminale dei segmenti Se,
in cui una sequenza PVP (prolina-valina-prolina) di ciascuna subunita, forma un fascio di quattro
eliche flessibili che si spostano perifericamente durante 1’apertura, mentre si ricompattano durante la
chiusura. Quindi, il contatto tra il segmento di connessione S4/Ss ed il C-terminale dell’S¢ garantisce
I’accoppiamento elettromeccanico tra la dislocazione del sensore del voltaggio e 1’apertura del poro

(Figura 4).

Figura 4. Esempio di struttura di un canale del potassio voltaggio-dipendente. A) Struttura
tridimensionale di un canale del K* (visto dall’alto), in cui sono indicate le 4 subunita con colori
diversi attorno a un poro centrale. 1l punto blu al centro indica la posizione degli ioni K* lungo 1’asse
del poro. B) Vista laterale di due subunita adiacenti, con uno zoom sulla regione del poro in cui sono
chiaramente distinguibili le eliche transmembrana (TM1 e TM2), che corrispondono ai segmenti Ss
ed S, il tratto che connette Ss e S denominato P-loop (corrispondente a H5) che si insinua nel poro,
formando il filtro di selettivita. C) Ingrandimento del filtro di selettivita e della porzione superiore
del poro in cui sono mostrati i residui amminoacidici del motivo conservato TVGYG (indicati come
G77, Y78, ecc.), che costituisce il filtro di selettivita per il K*; le palline blu rappresentano ioni K*
coordinati lungo il filtro, mentre i punti arancioni indicano molecole d’acqua interposte tra gli ioni
(Fonte: Kim e Nimigean, 2016).



1.2 1l potenziale di azione

Tutte le cellule mostrano un potenziale di membrana a riposo (Vm) caratterizzato da un accumulo di

cariche negative sul versante intracellulare. I fattori che principalmente influiscono sul Vm sono due:

1. distribuzione degli ioni: in condizioni normali, gli ioni Na*, Ca?" ¢ CI” sono piu abbondanti
nel liquido extracellulare, mentre lo ione K* € piu abbondante nel citoplasma;
2. differenze nella permeabilita di membrana: la membrana plasmatica mostra una elevata

permeabilita per lo ione K* e una minore per lo ione Na*.

Ogni ione tende a muoversi secondo il proprio gradiente elettrochimico, cioe la somma delle forze
prodotte dalla differenza di concentrazione e dalla differenza di carica tra i due lati della membrana.
Il potenziale di equilibrio per un singolo ione, cioé il valore del potenziale di membrana al quale non

vi e movimento netto dello ione stesso, puo essere calcolato tramite 1’equazione di Nerst:

RT X extracellulare
Ey = In -
zF _X]int racellulare

dove:

o Exé il potenziale di equilibrio dello ione X;

e Relacostante dei gas (pari a 8.314 J-mol *-K™);

o T é latemperatura assoluta (K);

e zélavalenzadello ione;

e F ¢ la costante di Faraday (96.485 C-mol™);

o [XJextraceltutare € [X]intraceliutare SONO le concentrazioni dello ione all’esterno e all’interno della

cellula, rispettivamente.
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Tramite 1’equazione di Goldman-Hodgkin-Katz (GHK), si puo prevedere il valore di Vi, sulla base
delle concentrazioni dei principali ioni e della permeabilita della membrana nei confronti di ciascuno.
Infatti, supponendo che le specie ioniche che maggiormente contribuiscono al mantenimento del Vi

nei mammiferi siano Na*, K" e CI', possiamo scrivere 1’equazione di GHK come segue:

Py [K*]est + Py, [Nat]est + P, [Cl']int

Vm= 61 log
Px [K*]int + Py, [Na*]int + P¢, [Cl]est
dove:
e Vi potenziale di membrana a riposo a 37°C espresso in mV;
e 61= 2.303 RT/F a 37°C (R: costante dei gas reali, T: temperatura assoluta e F: costante di
Faraday);
e Py, Pna e Pai: permeabilita della membrana per gli ioni K, Na® e CI" rispettivamente;
e [ione]est: concentrazione all’esterno della membrana dello ione in parentesi;

e [ione]int: concentrazione all’interno della membrana dello ione in parentesi.

Tenendo conto del contributo che tutti gli ioni danno al Vi, questo equivale a circa -70 mV. Il
movimento degli ioni attraverso la membrana puod portare ad un discostamento da questo valore in
due direzioni: si pud andare incontro ad un aumento o depolarizzazione, quando un eccesso di
cariche positive, in genere dovute all’ingresso di Na', entra nella cellula; oppure si pud andare
incontro ad una diminuzione o iperpolarizzazione, quando si ha un eccesso di cariche negative
dovuto ad esempio ad un aumento della permeabilita della membrana al K™ in uscita dalla cellula. Le
correnti ioniche attraverso la membrana non sono fisse: le cellule possono modificarle aprendo o
chiudendo specifici canali ionici, cambiando in questo modo la permeabilita della membrana agli
ioni. Questo spostamento avviene tramite il meccanismo di diffusione facilitata attraverso i canali
ionici. Il flusso di corrente (i) generato dallo spostamento delle cariche degli ioni possono modificare
il V. Tale flusso obbedisce alla legge di Ohm secondo la quale i ¢ direttamente proporzionale alla
differenza di potenziale elettrico (V) espressa in Volt tra due punti, ed ¢ inversamente proporzionale

alla resistenza (R) del sistema. Per cui:
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i=V/R
dove R rappresenta la forza che si oppone al flusso di corrente ed ¢ dovuta a due principali fattori:

1. laresistenza della membrana plasmatica (Rm): poiché il doppio strato fosfolipidico € un ottimo
isolante, quando i canali ionici sono chiusi si ha un’elevata resistenza ed una bassa conduttanza,
mentre I’apertura dei canali determina una diminuzione della Ri;

2. laresistenza del citoplasma (R;) dovuta alla sua composizione ricca di altre strutture e molecole.

La Rm e la R; determinano quanta corrente passa attraverso una cellula prima che tale forza venga
dissipata.

Le variazioni del potenziale elettrico che si verificano a livello neuronale possono essere classificate
in due tipi: potenziali graduati ¢ potenziali d’azione. I potenziali graduati hanno un’intensita
variabile direttamente proporzionale alla forza dello stimolo che lo innesca, determinata dalla quantita
di carica che entra nella cellula. Tali potenziali, man mano che si propagano lungo i neuroni perdono
di intensita, sia a causa della presenza di canali aperti lungo i neuroni, che causano una dispersione
di carica nel liquido cellulare, sia a causa della resistenza che il citoplasma oppone al flusso di carica
elettrica. Tuttavia, se un potenziale graduato ¢ abbastanza intenso pud raggiungere una regione
specifica del neurone chiamata zona trigger (o di innesco), ricca di canali per il Na®, riuscendo ad
innescare un potenziale d’azione innalzando il potenziale di membrana da ~-70 mV a ~-55 mV, detto
valore soglia. Al contrario, 1 potenziali d’azione rappresentano delle depolarizzazioni rapide e ampie
in grado di propagarsi per lunghe distanze senza mai diminuire d’intensita. I potenziali d’azione
hanno luogo quando i canali per Na“ e K* si aprono alterando la permeabilita della membrana a tali
ioni, € possono essere suddivisi in tre fasi: una fase ascendente (depolarizzazione), una discendente
(ripolarizzazione) e una fase di iperpolarizzazione postuma (Figura 5). Durante la prima fase si ha
un improvviso e transitorio aumento della permeabilita al Na* dovuto all’apertura dei canali del Na*
nella zona trigger: di conseguenza, il Na* entra all’interno della cellula attirato dalle cariche negative
presenti sul versante citoplasmatico della membrana e dal gradiente di concentrazione tra I’ambiente
intra- ed extracellulare. L’ingresso di cariche positive porta ad una depolarizzazione della membrana
ed il valore del potenziale continua a salire fino a raggiungere valori positivi. Tali canali, si inattivano
dopo pochi millisecondi dall’apertura, bloccando il flusso di ioni anche se la membrana rimane
depolarizzata. Il canale resta inattivo fino a quando la membrana non si ripolarizza, momento in cui
torna nello stato chiuso, da cui puo tornare nuovamente nello stato aperto nel corso di un nuovo
potenziale d’azione. Lo stimolo che ha indotto I’apertura dei canali del Na™ induce un’azione anche
sui canali del K, i quali perd mostrano cinetiche di apertura generalmente piu lente rispetto ai primi,

per cui gli effetti della loro apertura risultano misurabili piu tardi, intorno al raggiungimento del
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potenziale di circa +30 mV con conseguente fuoriuscita degli ioni K" che determina la
ripolarizzazione del potenziale di membrana. Quando si raggiungono valori intorno a ~-70 mV i
canali del K" non sono ancora chiusi, per cui il K" continua ad uscire dalla cellula causando
un’iperpolarizzazione che raggiunge il picco a ~-90 mV: questa rappresenta la fase di
iperpolarizzazione postuma. Infine, la ritenzione degli ioni K" e ’espulsione degli ioni Na*, mediata
dall’azione della proteina Na, K-ATPasi, riporta i valori del potenziale di membrana a ~-70 mV

equivalente al Vi,

+30
S
E Depolarization Repolarization
S 0
c
>
o
o
o
c
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E S5F-------—— e - -
< Hyperpolarization
Time .

Figura 5. 11 potenziale d’azione. Variazione del potenziale di membrana rispetto al tempo, nelle tre

fasi (depolarizzazione, ripolarizzazione e iperpolarizzazione) che costituiscono un potenziale
d’azione (Grider et al., 2023).
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Normalmente, quando si innesca un potenziale d’azione, il neurone va incontro ad un periodo
refrattario assoluto, ovvero un lasso di tempo (~ 1-2 ms) in cui non pud essere innescato un secondo
potenziale d’azione a prescindere dall’intensita dello stimolo. Questa refrattarieta ¢ dovuta al fatto
che i canali del Na" si trovano nello stato inattivo, per cui non sono in grado di attivarsi, e quindi di
produrre una nuova depolarizzazione, in risposta ad un nuovo stimolo. Al periodo refrattario assoluto
segue un periodo refrattario relativo, in cui una parte dei canali del Na” sono tornati nella posizione
di riposo mentre i canali del K* sono ancora aperti, per cui per innescare un potenziale d’azione
occorrera uno stimolo di elevata intensita. I periodi refrattari hanno la funzione di limitare la
frequenza degli impulsi elettrici e garantire la propagazione dell’impulso in senso unidirezionale (dal
corpo cellulare al terminale assonico).

Una peculiarita fondamentale dei potenziali d’azione ¢ quella di propagarsi lungo I’assone neuronale
grazie a correnti locali di Na' che fungono da stimolo per ’apertura di altri canali del Na' in altre
sezioni della membrana lungo 1’assone, garantendo il mantenimento della potenza per lunghe distanze

(Figura 6).

~14 ~



? Some depolarizing current

passively flows down axon

response to stimulus, generating
an action potential here

T Na' channels locally open in

Na* channel

K* channel Membrane
/

i
Point A Point B Point C
Leocal depolarization causes neighboring
Na' channels to open and generates an
. K action potential here
=
Point A Point B Point C
Upstream Na” channels inactivate, while
K* channels open. Membrane potential
repolarizes and axon 1s refractory here
The process is repeated, propagating
the action potential along the axon
]

Point A Point B Point C

Figura 6. Conduzione del potenziale d'azione lungo I’assone. La depolarizzazione in un punto
dell'assone apre localmente i canali del Na* (1) e produce un potenziale d'azione in questo punto (A,
t=1). La corrente risultante viaggia lungo 1'assone (2), depolarizzando la regione adiacente (punto B).
Successivamente (t=2), la depolarizzazione della membrana adiacente apre i canali del Na* nel punto
B, determinando 1'inizio del potenziale d'azione in questo sito e un'ulteriore corrente che si diffonde
in un punto adiacente (punto C) lungo l'assone (3). Al t=3, il potenziale d'azione si ¢ propagato ancora
piu lontano. Questo ciclo continua per tutta la lunghezza dell'assone (5). Mentre il potenziale d'azione
si propaga, il potenziale di membrana si ripolarizza a causa dell'apertura dei canali del K' e
dell'inattivazione dei canali del Na', portando al periodo di refrattarieta che impedisce la
propagazione all'indietro (4; Purves et al., 2001).
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1.3 Caratteristiche strutturali dei canali del K*

I canali del K' rappresentano una vasta ed eterogenea classe di canali ionici che, come detto, hanno
la funzione di stabilizzare il potenziale di membrana portandolo verso il potenziale di equilibrio del
K" (circa -90 mV in condizioni fisiologiche) e allontanandolo quindi dal valore soglia per I’innesco
dei potenziali d’azione. Tali canali partecipano anche al trasporto di soluti attraverso gli epiteli come
nei reni, oppure nelle cellule gliali favoriscono la rimozione degli ioni K™ in eccesso, o ancora sono
essenziali per la proliferazione delle cellule T e B nella risposta immunitaria. Inoltre, nei recettori
sensoriali dell’orecchio interno, i canali del K* voltaggio-dipendenti o meccano-sensibili regolano il
flusso di ioni in risposta a stimoli meccanici. In questo contesto, il gating (cio¢ I’apertura e la chiusura
dei canali in risposta a variazioni di tensione o forze meccaniche) permette di sincronizzare la
depolarizzazione delle cellule sensoriali e la conseguente trasmissione del segnale uditivo. La
diversificazione funzionale di questi canali ¢ dovuta ad una grande varieta genica: infatti, nell’'uomo
sono stati identificati piu di settanta geni che codificano per proteine che fungono da subunita dei
canali del K™,

E possibile classificare i canali del K" in base al numero di segmenti transmembrana presenti in
ciascuna subunita:

1. la prima famiglia include subunita a sei segmenti transmembrana (6 TM), che comprende
almeno dodici sottofamiglie. I canali di questa classe, denominati da Kvl a Kvl12, sono
caratterizzati dalla presenza di un VSD (Si-S4) e di un poro (Ss-Se);

2. la seconda ¢ una famiglia costituita da due segmenti transmembrana (2 TM) che sono
omologhi ai segmenti Ss-S¢ dei canali Ky. Mancando pero del VSD, queste subunita formano
dei canali detti voltaggio-indipendenti; questo gruppo ¢ codificato da almeno sette geni (Kir1-
Kir7) codificanti per canali definiti “rettificatori in ingresso”, che sono attivati e regolati da
proteine G. Un esempio ¢ costituito dai canali Karp che hanno la funzione di accoppiare
’attivita elettrica a quella metabolica in diversi organi e tessuti: ad esempio, nelle cellule f3
del pancreas endocrino regolano la secrezione di insulina; nei cardiomiociti modulano
I’eccitabilita e la risposta metabolica; nelle cellule neuronali e gliali, contribuiscono al
mantenimento del potenziale di membrana e alla protezione metabolica durante condizioni di
stress;

3. la terza famiglia ¢ quella dei canali formati da quattro domini transmembrana (4 TM), che
include almeno quindici subunita (Kzp1-Kp15). La funzione dei canali appartenenti a questa

famiglia ¢ quella di generare correnti voltaggio-indipendenti attive in condizioni di riposo.
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Tuttavia, questa classificazione non include tutte le tipologie di canali del K" noti; infatti, alcuni con
attivita Ca’-dipendente sono formati dall’unione di subunita a sette segmenti transmembrana, come i
canali BK che presentando un segmento transmembrana in piu all’N-terminale detto So (Sancho et

al., 2021); altri sono attivati da un aumento della concentrazione di Na* (Zhang et al., 2010).
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1.4 Canalopatie ed epilessia

Con il termine canalopatie si intende un gruppo di patologie causate da difetti nella struttura o nel
funzionamento dei canali ionici, dovuti a mutazioni nei geni che codificano per le subunita di tali
canali (Kass, 2005; Bernard et al., 2008). Poiché¢ questi hanno un’estesa distribuzione
nell’organismo, le patologie che ne derivano sono diverse e possono coinvolgere vari sistemi o organi.
Infatti, patologie classificate come canalopatie sono state riscontrate nel sistema cardiovascolare, nel
sistema respiratorio, nel sistema immunitario, nell’apparato urinario, nel sistema endocrino e nel
sistema nervoso centrale (SNC; Bernard et al., 2008). 11 campo di studio delle canalopatie si sta
espandendo rapidamente e va di pari passo all’avanzamento della ricerca nell’ambito dei canali ionici
e del loro ruolo nella patogenesi (June-Bum Kim et al., 2014).

La piu grave e diffusa tra le canalopatie ¢ 1’epilessia, che rappresenta il disturbo neurologico piu
comune dopo I’ictus, affliggendo circa 50 milioni di persone in tutto il mondo (International League
Against Epilepsy, ILAE). Con il termine epilessia si intende un insieme di sindromi che hanno come
caratteristica comune la predisposizione a crisi spontanee e ricorrenti (Chang et al., 2003). A causa
della grande eterogeneita dei sintomi con cui essa si pud manifestare, per molto tempo la diagnosi
dell’epilessia ha rappresentato un problema serio; secondo le prime linee guida dell’ILAE per una
diagnosi di epilessia occorreva che il paziente avesse presentato almeno due crisi epilettiche
spontanee con una distanza temporale maggiore di 24 ore I’una dall’altra. Tuttavia, molti clinici hanno
espresso perplessita verso tale metodologia di diagnosi poiché bisogna tenere conto che la probabilita
di avere crisi epilettiche ¢ maggiore in soggetti che hanno sperimentato questa condizione almeno
una volta, oppure soggetti che hanno particolari condizioni cliniche (come ictus, traumi o infezioni
del SNC), presentano un alto rischio di recidive in futuro. Per questo motivo, ’'ILAE ha stilato un
rapporto in cui afferma che per diagnosticare 1’epilessia, oltre al presentarsi di almeno una crisi
spontanea, si deve considerare il rischio di recidiva e che esso deve corrispondere almeno al 60%
(rapporto ufficiale ILAE, 2014). Inoltre, in tale rapporto si mette in dubbio anche 1’utilizzo del termine
“spontanee” riferito alle crisi epilettiche per la diagnosi di epilessia, poiché con questo termine ci si
riferisce a crisi non provocate da uno stimolo esterno, come pud essere uno stimolo luminoso; tuttavia,
nei soggetti in cui gli stimoli luminosi provocano crisi epilettiche si osserva un abbassamento della
soglia di eccitabilita dei neuroni che non si osserva nei soggetti non predisposti ad epilessia. Pertanto,
I’abbassamento di tale soglia ¢ da considerarsi ugualmente uno stato patologico che rientra nella
definizione di epilessia.

La distinzione tra epilessie focali ed epilessie generalizzate rappresenta un cardine concettuale nella

classificazione moderna delle sindromi epilettiche ed ¢ fondamentale sia dal punto di vista
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fisiopatologico sia clinico-terapeutico. Secondo la classificazione proposta dalla ILAE, tale
distinzione si basa principalmente sull’origine e sulla propagazione iniziale della crisi epilettica
(Scheffer et al., 2017): Infatti, le epilessie focali sono caratterizzate dall’insorgenza della crisi in una
zona circoscritta del cervello e le manifestazioni cliniche dipendono strettamente dall’area coinvolta,
includendo sintomi motori, sensitivi, autonomici o psichici. La coscienza puo essere preservata o
compromessa, riflettendo il grado di coinvolgimento delle reti corticali e sottocorticali responsabili
dello stato di vigilanza. In alcuni casi, la scarica epilettica puo propagarsi secondariamente a strutture
bilaterali, dando luogo a una crisi tonico-clonica bilaterale (Fisher et al., 2017).

Le epilessie generalizzate, al contrario, sono definite da un esordio che coinvolge simultaneamente
entrambi gli emisferi cerebrali: questo spiega la perdita di coscienza immediata che caratterizza tali
crisi. Le manifestazioni cliniche sono tipicamente bilaterali e simmetriche e comprendono crisi
tonico-cloniche generalizzate, crisi di assenza, crisi miocloniche e crisi atoniche. A differenza delle
epilessie focali, nelle forme generalizzate non ¢ identificabile un singolo focus epilettogeno, ma
piuttosto una disfunzione di reti neuronali distribuite (Berg et al., 2010).

Tenendo conto di quanto detto finora, si pud capire che 1’epilessia ¢ una patologia ancora non del
tutto compresa e soprattutto difficile da diagnosticare, anche a causa della sua complessa eziologia
che include: infezioni, neoplasie, traumi cranici o difetti genetici. Tuttavia, una diagnosi accurata
dello specifico tipo di epilessia in ciascun paziente ¢ di fondamentale importanza per stabilire una
terapia adeguata a tale scopo I’ILAE ha stilato una classificazione dei tipi epilettici che sono riassunti

nella Tabella 1:
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Tabella 1. Classificazione e definizione ILAE (2014) delle sindromi epilettiche.

Focali

Focali e/o

Generalizzate

Generalizzate

Sindromi con
Encefalopatia Epilettica
e di Sviluppo (DEE) o
con deterioramento

neurologico progressivo

Sindromi
epilettiche a
esordio in eta
neonatale e
nella prima

infanzia

Epilessia neonatale
familiare
autolimitante
Epilessia infantile
familiare
autolimitante
Epilessia
Neonatale-Infantile
(familiare)

autolimitante

Epilessia genetica
con convulsioni
febbrili plus

Epilessia
mioclonica

dell'infanzia

DEE infantile precoce
Epilessia dell'infanzia con
crisi focali migranti
Sindrome degli spasmi
epilettici infantili
Sindrome di Dravet

DEE
specifiche
DEE-KCNQ2
DEE-Piridossina/P5P
dipendente
DEE-CDKL5
Epilessia con
cluster - PCDH19
DEE-GLUT1

Sindrome di Sturge-Weber

con eziologie

crisi in

Crisi Gelastiche associate

ad Amartoma Ipotalamico
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Epilessie focali
autolimitanti o o
o Epilessia con crisi
Epilessia ] ]
o mioclono- atoniche
autolimitante  con o ] ]
Epilessia  con | Sindrome di  Lennox-
Punte Centro-
. assenze Gastaut
) ] Temporali ] )
Sindromi o o miocloniche DEE con Punte-Onda
o Epilessia Epilessia o )
epilettiche a o o Epilessia  con | attivate nel sonno
) autolimitante  con | Fotosensibile  del | ] ] o
esordio o ) o mioclonie Sindrome Epilettica
) _ Crisi Autonomiche | Lobo Occipitale _ _
nell'infanzia o o palpebrali Correlata ad Infezione
Epilessia occipitale ) ]
) (Eyelid Febbrile (FIRES)
dell'Infanzia  con _ _ )
_ o Myoclonia) Emiconvulsione-
sintomi visivi o o
o Emiplegia-Epilessia
Epilessia
. (HHE)
fotosensibile  del
lobo occipitale
Epilessia temporale
mesiale associata a
sclerosi
) ] dell’ippocampo
Sindromi o
o Epilessia temporale
epilettiche a _ -
) | mesiale familiare o o ) )
esordio negli o Epilessia con Crisi Sindrome di Rasmussen
i Epilessia ] o ) )
adolescenti, | ) indotte dalla / Epilessie miocloniche
) ) ipermotoria sonno- _
negli adulti, e Lettura progressive

in eta

variabile

corelata

Epilessia familiare

focale a  foci
variabili
Epilessia con
sintomi uditivi
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Epilessia  con
assenze
dell’Infanzia
Epilessia  con

assenze dell'eta’

Epilessie giovanile
Generalizzate / / Epilessia /
Idiopatiche mioclonica
giovanile

Epilessia  con
sole crisi
generalizzate

tonico-cloniche

Come anzidetto, tra le cause che portano a sindromi epilettiche ci sono quelle genetiche, ovvero
mutazioni in geni che codificano ad esempio per canali ionici oppure per altri trasportatori o proteine
strutturali neuronali (Wei et al., 2017), che rappresentano ~ 30% delle sindromi epilettiche; ¢
importante sottolineare che tale percentuale ¢ probabilmente sottostimata poiché molte forme
epilettiche considerate in passato idiopatiche mostrano oggi una chiara componente genetica (Gobbi
et al., 2014): infatti, I’uso di nuove tecniche di sequenziamento del DNA ha ampliato in modo
significativo I’elenco dei geni implicati nell’insorgenza di diverse sindromi epilettiche e ha mostrato
come molte forme diverse di epilessia abbiano una base genetica complessa e talvolta poligenica
(Gobbi et a., 2014). La presenza di tali mutazioni ¢ stata associata alle Encefalopatie Epilettiche e
dello Sviluppo (Developmental and Epileptic Encephalopathies, DEE), forme severe e
farmacoresistenti di epilessia ad esordio precoce. I bambini affetti da DEE mostrano un’abbondante
attivita epilettica, spesso con il concomitante rallentamento o regressione dello sviluppo cognitivo;
talvolta, si associano anche disturbi psichiatrici e comportamentali come quelli appartenenti allo
spettro dell’autismo (Weiss et al., 2003). Cause genetiche per le DEE sono state riconosciute per la
prima volta nel 2001 quando Claes e coll. pubblicarono uno studio in cui sette bambini affetti da
sindrome di Dravet mostravano mutazioni de novo in eterozigosi nel gene SCN1A, codificante per
canali del Na*. La maggior parte delle mutazioni a carico di geni associati alle DEE risultano essere
de novo, verificandosi pertanto direttamente nei gameti o durante I’embriogenesi (Vadlamudi et al.,
2010). Una spiegazione molecolare che chiarirebbe la presenza di fenotipi epilettici in famiglie in cui

1 genitori non presentano sindromi epilettiche ¢ quella del mosaicismo parentale, ovvero la presenza
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di due linee cellulari nei genitori: una portatrice dell’allele mutato ed una dell’allele sano, per cui uno
dei genitori potrebbe presentare mosaicismo gonadico, in cui la mutazione ¢ confinata all’interno
degli ovuli o degli spermatozoi. Il mosaicismo somatico si verifica invece durante I’embriogenesi,
dando vita a cellule mutate che possono essere confinate all’interno di un organo, un tessuto o una
linea cellulare specifica. La presenza del mosaicismo potrebbe non essere rilevata dalle analisi di
routine del paziente quando i livelli di allele mutato sono troppo bassi (Poduri et al., 2013).

Negli anni, una quota sempre piu significativa di geni associati alle DEE, sono stati ricondotti a quelli
codificanti per canali del K, sottolineando il ruolo cruciale di questi canali nel controllo
dell’eccitabilita neuronale (Jan & Jan, 2012; Niday & Tzingounis, 2018). 1 canali del K* coinvolti
nelle epilessie appartengono prevalentemente alle famiglie dei canali voltaggio-dipendenti (Kv), dei
canali attivati dal sodio (Kna) € dei canali attivati dal calcio (BK). Alterazioni della loro funzione
possono determinare uno squilibrio tra eccitazione e inibizione neuronale, favorendo I’insorgenza di
crisi epilettiche e il deterioramento del neurosviluppo (Oyrer et al., 2017). All’interno delle DEE si
osserva una vasta eterogeneita fenotipica anche in pazienti portatori di mutazioni sullo stesso gene;
questo puo dipendere da diversi fattori, quali: localizzazione e tempistica della mutazione durante lo
sviluppo, tempistica e localizzazione dell’espressione genica e fattori epigenetici. Ad esempio,
mutazioni nel gene KCNQ2, codificante per il canale del K* voltaggio-dipendente Kv7.2, sono
associate nell’80% dei casi (Singh et al., 1998) a Convulsioni Benigne Familiari Neonatali (note come
BFNE), in cui i bambini presentano una serie di crisi epilettiche nei primi giorni dopo la nascita,
andando poi incontro ad una risoluzione spontanea delle crisi senza esiti neurocognitivi. Al contrario,
altre mutazioni in KCNQ2 sono associate a fenotipi ben piu gravi come le Encefalopatie Epilettiche
Neonatali, caratterizzate da crisi toniche, grave ritardo dello sviluppo e spesso sindrome di Ohtahara
(SO, Nappi et al., 2020). Un altro esempio simile ¢ rappresentato dalle mutazioni de novo riscontrate
nel canale KCNTI1, che portano, nel 50% dei casi, ad una forma severa e generalmente
farmacoresistente di DEE denominata “Epilepsy of Infancy with Migrating Focal Seizures” (EIMFS),
oppure ad “Autosomal Dominant Nocturnal Frontal Lobe Epilepsy” (ADNFLE), una forma di
epilessia familiare piu benigna, con trasmissione autosomico-dominante, caratterizzata da brevi e
ricorrenti crisi epilettiche nel lobo frontale che si presentano durante il sonno. Piu raramente,
mutazioni in KCNT1 possono portare alla SO o alla sindrome di West (SW, Moller et al., 2015).
Oltre a KCNQ2 e KCNT1, numerosi altri canali del potassio sono stati associati a epilessie genetiche
e DEE, come ad esempio mutazioni nel gene KCNA2, che codifica per il canale Kv1.2, sono
responsabili di Encefalopatie Epilettiche caratterizzate da esordio infantile, crisi multiple, atassia e

disabilita intellettiva (Syrbe et al., 2015).
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Anche il gene KCNBI, codificante per il canale Kv2.1, ¢ stato associato a DEE con crisi
farmacoresistenti, ritardo cognitivo e disturbi comportamentali, inclusi tratti dello spettro autistico
(Bar et al., 2020). Inoltre, mutazioni nel gene KCNC1, che codifica per il canale Kv3.1, espresso
principalmente nei neuroni a scarica rapida, sono state identificate in pazienti con epilessie rare e
disordini del movimento, in particolare nelle progressive myoclonus epilepsies (PME), un gruppo di
encefalopatie caratterizzate da mioclonie, crisi tonico-cloniche e atassia (Muona et al., 2015). Invece,
mutazioni de novo in KCNH1, che codifica per il canale del potassio Kv10.1 noto anche come ether-
a-go-go-related gene 1 (EAG1), sono state inizialmente identificate in pazienti con Temple-Baraitser
syndrome (TBS) e Zimmermann-Laband syndrome (ZLS), due sindromi multisistemiche
caratterizzate da ritardo cognitivo, anomalie scheletriche e oniciche, ipertricosi e, frequentemente,
epilessia (Simons et al., 2015; Kortum et al., 2015); altre mutazioni in tale canale sono state riscontrate
anche in pazienti che presentavano epilessia e ritardo dello sviluppo ma non erano affetti da TBS o
ZLS ( Fukai et al., 2016). Piu raramente, mutazioni in KCNJ10, che codifica per il canale Kir4.1
espresso principalmente nelle cellule gliali, sono state associate a epilessia nell’ambito della sindrome
EAST/SeSAME, caratterizzata da epilessia, atassia, sorditd neurosensoriale e tubulopatia renale
(Reichold et al., 2010). Infine, mutazioni nel gene KCNMAL, che codifica per il canale BK attivato
dal calcio e dal voltaggio, sono state descritte in associazione a epilessia con encefalopatia e a disturbi
del movimento parossistici (Bailey et al., 2019).

Inoltre, in alcuni casi, si puo osservare I’evoluzione da una specifica sindrome epilettica ad un’altra:
ad esempio, questo fenomeno ¢ stato osservato in alcuni pazienti affetti dalla Sindrome di Lennox-
Gastaut (LGS), che non ¢ ancora stata associata univocamente ad uno specifico gene; tali pazienti,
prima di manifestare 1 sintomi della LGS, mostravano 1 tipici sintomi della SW, caratterizzata da un
esordi tra 14 e gli 8 mesi di vita, spasmi tonici e regressione psicomotoria € associata a mutazioni in
diversi geni (CDKLS5, FOXGI1, SPTANI1, PNKP, ST3GAL3, MAGI1, STXBP1 e PLCB1). Questa
sindrome a sua volta puo rappresentare I’evoluzione della SO per la quale sono stati identificati
diversi geni, alcuni dei quali comuni alla SW (ad esempio CDKLS5 e STXBP1) e caratterizzata da
brevi crisi che possono presentari sia durante il sonno che in veglia, deterioramento psicomotorio e
farmacoresistenza (Gobbi et al., 2014). Per contro, mutazioni in differenti geni possono portare allo
stesso fenotipo epilettico: questo potrebbe essere spiegato dal fatto che i1 prodotti di diversi geni
possono intervenire nelle stesse vie fisiologiche in un’eta comune, per cui convergono nello stesso
fenotipo (Paciorkowski et al., 2011).

Si puo quindi affermare che ad oggi il meccanismo con cui mutazioni in alcuni geni possono portare

a disturbi epilettici € ancora sconosciuto. Dal punto di vista clinico € molto importante caratterizzare
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il tipo di mutazione in un soggetto con DEE, al fine di migliorare potenzialmente 1I’approccio

terapeutico.
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1.5 Caratteristiche strutturali e meccanismi di regolazione dei canali KCNT1

Tra i diversi canali del K™ associati a patologie epilettiche rientrano i canali KCNT1 o Slack
(“Sequence Like A Calcium-activated K" channel”) codificati da un gene localizzato sul braccio lungo
del cromosoma 9 (9q34.3; Barcia et al., 2012). Tali canali hanno la tipica organizzazione strutturale
dei canali del K" voltaggio-dipendenti, con quattro subunita o, ciascuna delle quali ¢ composta da sei
segmenti transmembrana, in cui 1 segmenti da S; a S4 formano il VSD, mentre 1 segmenti Ss e Se
formano il poro. Nella conformazione tetramerica le sezioni del poro di ciascuna subunita o si
posizionano verso il centro, mentre 1 restanti segmenti si posizionano verso 1’esterno. Tuttavia, data
I’assenza di residui di arginina a livello del segmento S4, 1 canali KCNT1 risultano essere solo
debolmente voltaggio-dipendenti (Zhang et al.,, 2023). I domini N- ¢ C-terminali sono entrambi
citosolici ed a livello del C-terminale sono situati due domini, detti RCK1 ¢ RCK2 (Regulators of
K" Conductance domains) che rendono il canale sensibile a variazioni intracellulari delle

concentrazioni di Na* (Zhang et al., 2010; Figura 7).

Figura 7. Struttura cristallografica della subunita KCNT1. Le quattro subunita sono rappresentate
in diversi colori, E.C. indica il versante extracellulare, I.C. indica il versante intracellulare, TMD
indica il dominio transmembrana del canale, mentre 1 domini RCK1 e RCK2 sono separati dalla linea
gialla tratteggiata.
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E da sottolineare che i livelli intracellulari di Na*nei neuroni a riposo variano da ~ 4 mM fino a 15
mM; in seguito a stimolazioni ad alta frequenza, questa concentrazione pud aumentare
fisiologicamente fino a ~ 100 mM (Bhattacharjee et al., 2005); inoltre, durante eventi di ischemia o
ipossia, la concentrazione di Na” aumenta enormemente portando ad una maggiore attivazione di tali
canali, che sembrerebbero avere quindi anche un ruolo protettivo in condizioni ischemiche o
ipossiche, limitando I’attivita elettrica (Yuan et al., 2003). Da uno studio di Tamsett e coll. (2009) &
emerso che i canali KCNT1 posseggono un sito di legame per il NAD" al C-terminale: tale cofattore
¢ in grado di attivare questi canali in presenza di Na”, in particolare aumentando 1’affinita per tale
ione e riducendo quindi la concentrazione intracellulare di Na' necessaria per attivazione. La
famiglia di geni SLO codifica anche per un altro canale voltaggio-dipendente, denominato KCNT2 o
Slick (“Sequence Like An Intermediate Conductance K channel”) che condivide un’alta omologia
di seguenza con le subunita KCNT]I; il gene che codifica per tale canale ¢ localizzato sul braccio
lungo del cromosoma 1 (1q32.1; Bhattacharjee et al., 2003). KCNT2 si differenzia dall’omologo per
la presenza di un sito di legame per I’ATP al C-terminale e per una maggiore sensibilita agli ioni CI".
E stato dimostrato che alcune isoforme di questi due membri della famiglia di geni SLO si assemblano
a formare dei canali eterotetramerici (Chen et al, 2009): infatti, KCNTI1 risulta essere molto
abbondaante nel bulbo olfattivo, nel mesencefalo e nel tronco encefalico (Bhattacharjee et al., 2002),
mentre KCNT2 sembra principalmente distribuito a livello delle isole di Calleja, dell’amigdala,
nell’ippocampo e nell’ipotalamo. Tuttavia, tali canali mostrano un’ampia sovrapposizione nel bulbo
olfattivo, nell'organo subfornicale, nella substantia nigra, nei nuclei oculomotori, nei nuclei
interpeduncolari e rabdoidi, nel nucleo del corpo trapezoide, nel nucleo reticolo-tegmentale e nel
nucleo inferiore del corpo trapezoide (Rizzi et al., 2016). Entrambi i1 canali KCNT contribuiscono a
complesse funzioni neuronali, come la regolazione del rilascio di neurotrasmettitori o il controllo
dell’eccitabilita neuronale. In conseguenza all’uso di promotori diversi, sono note diverse isoforme
del canale KCNT1 (denominate A, Ax2, B, Bx2 e M), inizialmente identificate nel ratto, tutte
altamente espresse nel SNC, che differiscono principalmente a livello della porzione N-terminale; tra
tutte I’isoforma A ¢ quella in cui I’N-terminale ¢ piu corta e che mostra un maggiore grado di identita
con il canale KCNT2 in questa regione (~78 %). Tali differenze incidono sulla distribuzione dei canali
nel SNC del ratto: le isoforme Slack-Ax2, Slack-B e Slack-Bx2 sono piu abbondanti nel tronco
encefalico e nel bulbo olfattivo rispetto alla corteccia e all’ippocampo. Inoltre, le isoforme A ¢ B
mostrano cinetiche di attivazione differenti: ’isoforma A ¢ quella che mostra una cinetica piu simile
a KCNT2, con un’attivazione rapida ed una componente lenta minima o quasi assente, mentre
I’isoforma B mostra una componente rapida seguita da una componente piu lenta tempo-dipendente;

le due isoforme non mostrano differenze nella voltaggio-dipendenza dell’attivazione. Da registrazioni
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su singolo canale ¢ emerso che I’isoforma A mostra degli stati di subconduttanza piu frequenti rispetto
alla B e che quest’ultima, invece, mostra una probabilita di apertura circa 6 volte maggiore rispetto
alla A, dovuta ad una propensione maggiore a rimanere piu a lungo nello stato completamente aperto.
Le differenze osservate per queste due isoforme si rispecchiano anche sulla loro funzione durante il
firing neuronale: infatti, I’isoforma A sembrerebbe limitare 1’attivita prolungata dei neuroni favorendo
risposte brevi e transitorie, mentre I’isoforma B mantiene il firing ritmico e regolare modulando la
frequenza di scarica (Brown et al., 2008). Inoltre, le differenze strutturali associate al dominio N-
terminale di KCNT1 hanno un impatto rilevante sull’assemblaggio e sul traffico di tali canali, infatti,
¢ stato dimostrato che il dominio N-terminale di KCNT1, nello specifico una seguenza di ~50
amminoacidi, ¢ essenziale per la formazione di canali KCNT1/KCNT?2 e per il loro corretto targeting
alla membrana plasmatica; tale dato ¢ confermato dalle registrazioni elettrofisiologiche in cui emerge
che mutanti KCNT1 con N-terminale tronco elicitano correnti significativamente minori rispetto ai
canali wild-type (Chen et al., 2009). Per quanto riguarda la variante umana di KCNT1, attualmente
sono predette o identificate diverse isoforme (Zhang et al., 2021; GenBank), generate dall’uso di
esoni iniziali alternativi, che differiscono anch’esse nella lunghezza della regione N-terminale;
tuttavia, una caratterizzazione funzionale di tali isoforme non ¢ ancora disponibile. La maggior parte
degli studi funzionali sulle mutazioni patogenetiche di KCNT1 umano utilizza una singola isoforma
di riferimento, generalmente corrispondente alla forma lunga canonica, senza distinguere tra isoforme
N-terminali alternative. Di conseguenza, rimane attualmente non chiarito se le differenze isoforma-
specifiche osservate nel ratto siano pienamente conservate anche nell’'uomo, rappresentando un
aspetto ancora aperto e rilevante per la comprensione fisiopatologica delle epilessie KCNTI-
correlate. Nel presente studio, ¢ stata utilizzata I’isoforma A umana di tale canale che mostra un’alta
corrispondenza di seguenza con I’isoforma A di ratto, tuttavia le nostre registrazioni di
elettrofisiologia hanno mostrato delle cinetiche piu simili alla isoforma B di ratto.

Tra le molecole che possono influenzare 1’attivita dei canali KCNTI c’¢ la proteina FMRP (Fragile
X Mental Retardation Protein) la cui assenza determina la sindrome dell’X fragile, la piu nota causa
di disabilita intellettiva (McLennan et al., 2011). La sua funzione ¢ quella di regolare la traduzione di
numerosi mRNA neuronali, inibendo la sintesi proteica grazie all’attivazione del fattore di iniziazione
elF4E, mediata dal complesso FMRP/CYFIP: questa interazione sopprime l’inizio della sintesi
proteica. Brown e coll. (2010) hanno dimostrato che FMRP lega il dominio C-terminale dei canali
KCNTI1, promuovendone I’attivazione: in accordo, mutazioni al C-terminale che aumentano la
funzionalita del canale come la variante R474H o la stimolazione farmacologica dei canali wild-type,
sia in linee cellulari che in neuroni, innesca la traslocazione del complesso FMRP/CYFIP dal fattore

elF4E al canale, causando un aumento della sintesi proteica (Malone et al., 2024).
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Anche cambiamenti dello stato di fosforilazione possono modificare I’attivita dei canali KCNT1, che
sembrano essere regolati principalmente dall’attivita della Proteina Chinasi C (PKC) attraverso la
fosforilazione del residuo S407 localizzato nel dominio C-terminale del canale. E stato dimostrato,
infatti, che trattando oociti di Xenopus laevis esprimenti i canali KCNT1 o KCNT2 con PMA (Phorbol
12-Myristate 13-Acetate), noto attivatore della PKC, si osserva un sostanziale aumento delle correnti
espresse dai canali KCNT1, mentre si osserva un blocco di quelle KCNT2-mediate, indicando che
entrambi i canali possono essere co-espressi con recettori accoppiati a proteine G negli stessi tessuti
a livello nel SNC e che la loro attivita ¢ modulata dagli stessi segnali intracellulari. Per confermare
I’accoppiamento funzionale tra i canali KCNT e i recettori accoppiati a proteine G, entrambi i canali
sono stati co-espressi con il recettore muscarinico M1 in oociti ed in seguito ad applicazione di
Oxotremorina-M (noto agonista dei recettori M1) ¢ stato osservato il blocco delle correnti espresse
da KCNT2 ed un aumento di quelle espresse da KCNT1; questo avviene poiché I’attivazione del
recettore muscarinico M1, essendo accoppiato a proteina Gq, induce una deplezione di PIP: in seguito
alla stimolazione dell’enzima fosfolipasi C (PLC), che lo idrolizza in diacilglicerolo (DAG) e
inositolo trifosfato (IPs; Santi et al., 2006). Analogamente, De los Angeles Tejada e coll. (2012) hanno
dimostrato che i canali KCNT1 e KCNT2 sono regolati positivamente dal PIP»: infatti, quando tale
lipide veniva aggiunto in pipetta nelle soluzioni usate per registrare le correnti espresse dai canali
KCNT1 o KCNT?2 in oocti di Xenopus laevis, queste risultavano potenziate, in conseguenza, come
confermato dalle registrazioni su singolo canale, ad un aumento della probabilita di apertura dei canali
in presenza di PIP2, con una maggiore sensibilita di KCNT1 rispetto a KCNT2. Sembrerebbe inoltre,
che il PIP; diminuisca la concentrazione di Na" necessaria ad attivare KCNT1. In questo lavoro &
stato comprovato che la sensibilita di entrambi 1 canali ¢ dovuta all’interazione del PIP> con il dominio
C-terminale: infatti, in presenza delle varianti KCNT1-R337A o K339A si osservava una riduzione
della sensibilita al PIP;.

Il dominio C-terminale di KCNT1 sembra essere coinvolto anche nel legame con la fosfatasi Phactrl
(Phosphatase and Actin Regulator 1; Fleming et al., 2016), una proteina chiave nella regolazione
dell’attivita e della morfologia sinaptica che agisce regolando la protein phosphatase 1 (PP1) e
I’actina attraverso un meccanismo a doppio interruttore, ovvero: quando la G-actina ¢ legata
attraverso specifici domini a Phactrl, PP1 non ¢ in grado di legarsi per cui non si ha azione fosfatasica;
quando la G-actina si assembla ad F-actina, i siti di legame vengono liberati permettendo il legame
di PP1 ed il complesso Phactr1/PP1 ¢ quindi in grado di defosforilare specifici substrati (4llen et al.,
2004; Wiezlak et al., 2012). La proteina Phactrl lega PP1 e I’actina al canale KCNTI, riducendo le

correnti espresse dal canale; inoltre, € stato visto che, mutando il residuo S407 in un’alanina, il canale
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diventa insensibile all’azione di Phactrl, confermando che questo rappresenta un residuo chiave per

la regolazione dell’attivita di KCNT1 (Ali et al., 2020).
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1.5.1 Fisiopatologia dei canali KCNT

Mutazioni nei geni codificanti per i canali KCNT1 e KCNT2, sono state associate a diversi disordini
epilettici: in particolare, numerose mutazioni sono state riscontrate nel canale KCNT1 in pazienti
affetti da ADNFLE (Autosomal Dominant Nocturnal Frontal Lobe Epilepsy,; Heron et al., 2012),una
forma di epilessia focale in cui i pazienti sperimentano violente crisi motorie nel sonno. Questa forma
di epilessia era stata dapprima associata a mutazioni nei geni che codificano per subunita del recettore
nicotinico dell’acetilcolina (nAChR, De Fusco et al., 2000) e successivamente Heron e coll. (2012)
hanno riscontrato ADNFLE in pazienti portatori di mutazioni in KCNT1, osservando fenotipi piu
gravi in tali pazienti, che includevano una precoce insorgenza, una maggiore frequenza di crisi ed una
marcata frequenza di disabilita intellettiva accompagnata da comorbidita psichiatriche. Mutazioni in
KCNT1 sono state anche associate a MMPSI (Malignant Migrating Partial Seizures of Infancy;
Barcia et al., 2013) oggi definita EIMFS (Epilepsy of Infancy with Migrating Focal Seizures), una
forma precoce di encefalopatia epilettica caratterizzata da crisi multifocali migranti con esordio
intorno ai 6 mesi di vita, questi pazienti presentano anche un ritardo dello sviluppo psicomotorio ¢
risultano spesso farmacoresistenti ai farmaci antiepilettici (Coppola et al., 1995). Mutazioni in
KCNT1 sono state anche riscontrate in pazienti con altre forme di epilessie come: sindrome di
Ohtahara, leucoencefalopatia (Martin et al., 2014), sindrome di West (Ohba et al., 2015) ed epilessia
multifocale (Mikati et al.,2015), indicando che lo spettro fenotipico di pazienti con epilessie KCNT1-
correlate ¢ ampio e diversificato e non ¢ possibile ad oggi delineare chiare correlazioni genotipo-
fenotipo. Le varianti sino ad oggi caratterizzate nei canali KCNT1 hanno mostrato tutte effetti di
guadagno di funzione (Gain of Function, GoF; Duan et al., 2025), ossia un aumento della funzionalita
del canale in termini di aumento della densita massima di corrente, spostamento della voltaggio-
dipendenza dell’attivazione verso potenziali piu negativi, cinetiche di attivazione piu rapide e/o
cinetiche di deattivazione piu lente. Analogamente, varianti patologiche del canale omologo KCNT2,
sono state identificate come causa di DEE. Studi recenti hanno dimostrato che pazienti con mutazioni
de novo in KCNT2 presentano DEE, identificando un ampio spettro fenotipico caratterizzato da
disabilita intellettiva di grado variabile, ritardo dello sviluppo psicomotorio, epilessia infantile e
alterazioni neurologiche associate, fenotipi compatibili con EIMFS e sindrome di West. Inoltre, alcuni
pazienti presentavano dismorfismi facciali e altre anomalie sistemiche (Ambrosino et al., 2018, Gong
et al.,, 2021; Cioclu et al., 2023). Contrariamente a quanto osservato per le varianti identificate nei
canali KCNTI, le varianti sinora caraterrizzate riscontrate nei canali KCNT2 inducono nel 50% dei
casi effetti GoF e nell’altro 50% effetti di perdita di funzione (Loss of Function, LoF; Cioclu et al.,

2023), ossia una riduzione della funzionalita del canale in termini di ridotta densita massima di
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corrente, spostamento della voltaggio-dipendenza dell’attivazione verso potenziali piu positivi,
rallentamento della cinetica di attivazione e/o accelerazione della deattivazione.

Queste evidenze ampliano il quadro dei disordini correlati ad entrambi i canali , indicando che sia
KCNTI sia KCNT2 rappresentano geni chiave nella patogenesi di encefalopatie epilettiche infantili,
con fenotipi che comprendono crisi epilettiche precoci, ritardo dello sviluppo e disabilita intellettiva,
e sottolineano 1I’importanza di valutare sia le caratteristiche molecolari delle varianti sia il loro effetto

funzionale per prevedere la gravita clinica e le potenziali strategie terapeutiche.

~32 ~



1.5.2 Farmacologia dei canali KCNT1

L’elevata farmacoresistenza ai comuni antiepilettici manifestata dai pazienti portatori di varianti dei

geni KCNT1 o KCNT?2 rende I’individuazione di modulatori specifici per questi canali un’importante

urgenza clinica. Come detto, mentre la quasi totalita delle varianti identificate in KCNT1 mostrano

effetti GoF, quelle ad oggi identificate nei canali KCNT2 sono equamente distribuite tra varianti che

inducono effetti GoF e variani che inducono effetti LoF; rendendo pertanto necessario identificare sia

farmaci attivatori di correnti KCNT-mediate (potenzialmente utili nel trattamento di pazienti portatori

di varianti LoF), che di bloccanti (potenzialmente utili per pazienti portatori di varianti GoF). Tra gli

attivatori ad oggi noti di tali canali (Figura 8A), ricordimo:

il farmaco antipsicotico loxapina e i suoi derivati, verso i quali, la loxapina mostra una
potenza superiore. In un lavoro recente a cui ha collaborato anche il laboratorio in cui ho
svolto il mio Progetto di Ricerca, la loxapina si ¢ dimostrata efficace nel revertire gli effetti
LoF di varianti riscontrate nel canale KCNT2 in pazienti con DEE, mentre, inaspettatamente,
ha inibito le correnti espresse dai canali incorporanti altre varianti LoF (Cioclu et al., 2023),
suggerendo la necessita di testare gli effetti in vitro di tale farmaco su ogni variante prima di
valutarne ’uso clinico nei pazienti portatori di varianti LoF in KCNT2;

il farmaco antielmintico niclosamide, in grado di attivare i canali KCNT2 in maniera dose-
dipendente (ECso ~ 2.9 uM; Biton et al., 2012);

il farmaco riluzolo, utilizzato nel trattamento della SLA (Biton et al., 2012), che quando
testato su varianti LoF in KCNT2, ha dimostrato, come la loxapina, attivita mutazione-
specifica, attivando le correnti espresse da canali esprimenti alcune varianti LoF e
bloccandone altre (Cioclu et al., 2023). Pertanto, anche il possibile uso clinico di questo
farmaco deve essere valutato caso per caso;

il farmaco acido niflumico, un fenamato che ¢ in grado di attivare le correnti dei canali
KCNT?2 anche in assenza di Na*, anche se sono necessarie concentrazioni relativamente alte
(ECso = 1.4 mM; Dai et al., 2010);

il farmaco antiparassitario biotionolo, che ha mostrato effetti attivatori sulle correnti espresse

dai canali KCNT1 a concentrazioni comprese tra 10 e 100 uM (Yang et al., 2006).

Tra 1 bloccanti noti sulle correnti mediate dai canali KCNT (Figura 8B) ricordiamo:

il farmaco antiaritmico chinidina, ampiamente riportato in letteratura come inibitore dei
canali KCNT1, anche in presenza di varianti con eftetti GoF (Nicholson et al., 2018, Yang et
al., 2020). Sulla base di tali evidenze in vitro, la chinidina ¢ stata proposta come prima

strategia di medicina di precisione per le epilessie correlate a KCNT1 (Bearden et al., 2014);
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il farmaco antiaritmico bepridil, emerso come un'alternativa promettente alla chinidina,
avendo dimostrato una maggiore potenza inibitoria (Yang et al., 2006). Studi in vitro condotti
da Rizzo e coll. (2016) sulle varianti GoF KCNT1-G288S e M516V, riscontrate in pazienti
epilettici, hanno confermato la capacita del bepridil di bloccare le correnti dei canali wild-
type e mutanti, con un effetto maggiore sui canali mutanti rispetto ai wild-type;

il farmaco clofilium, un ulteriore antiaritmico che & stato identificato come un efficace
inibitore dei canali KCNT1 e dell’omologo KCNT2, sebbene con una potenza sovrapponibile
a quella della chinidina (de los Angeles Tejada et al., 2012);

il farmaco B-bloccante carvedilolo, ampiamente utilizzato per patologie del sistema
cardiovascolare per le sue azioni antagoniste sia sui recettori B-adrenergici (Bi e B2) che ou-
adrenergici, determinando riduzione della frequenza cardiaca e della contrattilita miocardica
e vasodilatazione periferica. Uno studio pubblicato nel 2024 ha identificato il carvedilolo
come modulatore farmacologico del canale KCNTI1: in questo studio tale farmaco si ¢
dimostrato in grado di revertire gli effetti di guadagno di funzione indotti dalla variante
M267T, sia in modelli di espressione eterologa (in oociti di Xenopus laevis o cellule
HEK293T), sia in neuroni ippocampali murini, mostrando una maggiore potenza rispetto alla
chinidina. Inoltre, nel modello di epilessia indotta da kainato, il carvedilolo ha dimostrato
effetti anticonvulsivanti, suggerendo un potenziale beneficio funzionale in vivo (Di et al.,
2024),

il farmaco antidepressivo fluoxetina (FLX), appartenente alla classe degli inibitori selettivi
della ricaptazione della serotonina (SSRI) e in grado di inibire in maniera significativa correnti
di canali del K" neuronali, quali quelle espresse dai canali KCNT1 (Mosca et al., 2024,
Trivisano et al., 2025), KCNT2 (Cioclu et al., 2023), ma anche Kv1.3 (Soldovieri et al., 2023)
e Kv3.1 (Ambrosino et al., 2023);

il farmaco cannabidiolo (CBD), un fitocannabinoide non psicoattivo derivato dalla pianta
Cannabis sativa (Devinsky et al., 2014, Devinsky et al., 2017), ha dimostrato efficacia
nell’inibire direttamente le correnti dei canali KCNT1 in vitro, con un ICso di 5.6 uM nei
canali wild-type e mostrando un’efficacia ancora maggiore sulle varianti GoF associate a
epilessia R398Q e R928C (ICso = 0.4—0.5 uM). L’effetto anticonvulsivante del CBD ¢ stato
confermato in un modello animale di Drosophila in cui I’espressione neuronale di varianti
patogenetiche di KCNT1 induce un marcato fenotipo convulsivo: la somministrazione di
CBD riduce significativamente la suscettibilita alle crisi, mentre farmaci antiepilettici
tradizionali risultano inefficaci, suggerendo che I’inibizione delle correnti KCNT1-mediate

da parte di tale farmaco costituisca un meccanismo anticonvulsivante rilevante in vivo. Questi
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dati preclinici trovano riscontro anche in ambito clinico: nei pazienti con EIMFS portatori di
varianti in KCNT1, il CBD ha determinato una risposta eterogenea, con alcuni soggetti che
manifestavano una riduzione della frequenza o gravita delle crisi, mentre altri riportavano
benefici limitati o assenti. Complessivamente, queste evidenze supportano il ruolo del CBD

come modulatore specifico dei canali KCNT1 (Hussain et al., 2024).
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A Farmaci ATTIVATORI dei canali KCNT
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Figura 8. Strutture chimiche dei principali modulatori dei canali KCNT. La figura mostra 1

principali modulatori dell’attivita dei canali KCNT1 suddivisi in: attivatori (A) e bloccanti (B) delle
correnti espresse dai canali KCNT (https://www.guidetopharmacology.org/).
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1.6 Caratteristiche strutturali e meccanismi di regolazione dei canali KCNB1

Un’altra classe di canali del K* voltaggio-dipendenti rilevante per patologie epilettiche (DEE) ¢
rappresentata dai canali codificati dal gene KCNBI1 (o Kv2.1; Figura 9), localizzato sul braccio lungo
del cromosoma umano 20 (20q13.2; Melis et al., 1994). Questi canali presentano la classica struttura
dei canali del K* a 6TM, con il VSD formato dai segmenti da S a S4 ed il poro formato dai segmenti
Ss ed Se. I domini N- e C- terminali sono entrambi citosolici (7rimmer et al., 1991). A livello dell’N-
terminale ¢ presente il Tetramerization domain (T1) che ha il ruolo di mediare le interazioni tra
subunita della stessa sottofamiglia, nonché con enzimi cellulari che possono modificare la
funzionalita e la localizzazione di tali canali. Inoltre, la presenza del dominio T1 consente ai canali
KCNBI di assemblarsi con subunita non elettricamente attive dette silenti (KvS: Kv5, Kv6, Kv8 ¢
Kv9), ampiamente distribuite in tutto I’organismo compreso il SNC, con effetti sulla voltaggio-
dipendenza di attivazione e inattivazione, sulle cinetiche di attivazione e inattivazione e ampiezza
delle correnti espresse: questi meccanismi contribuiscono a modulare I’eccitabilita cellulare in modo
specifico per tessuto o tipo cellulare. Tale modulazione puo influenzare la finestra di attivazione dei
canali, la durata del potenziale d’azione e la capacita delle cellule eccitabili di rispondere a stimoli
ripetuti, implicazioni che sono rilevanti sia in condizioni fisiologiche che patologiche. Ad esempio,
Il complesso Kv2.1/Kv9.3 sposta la curva di attivazione verso valori piu iperpolarizzati e aumenta la
corrente in risposta a depolarizzazioni lievi, modulando I’eccitabilita dei neuroni corticali e talvolta
la frequenza dei potenziali d’azione. Al contrario, il complesso Kv2.1/Kv6.4 riduce 1I’ampiezza
massima della corrente e rallenta I’inattivazione, fornendo una sorta di “freno” alla scarica ripetitiva
dei neuroni (Bocksteins, 2016).

A livello del C-terminale si trovano due domini: il C-terminal activation domain (CTA) che
interagisce con T1 e partecipa alla formazione dei tetrameri (Ju et al., 2003), ed un motivo di circa
25 amminoacidi tipico della famiglia di canali Kv2 implicato nel trafficking proteico e nelle

interazioni con il dominio T1 (Lim et al., 2000; Jedrychowska et al., 2019).
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Figura 9. Rappresentazione topologica dei canali KCNBI. I box in grigio scuro rappresentano i
sei domini transmembrana (Si-S¢), mentre quelli grigio chiaro rappresentano i domini N- e C-
terminali (T1= Tetramerization domain, Kv2= motivo di 25 amminoacidi implicato nel trafficking
proteico e CTA= C-terminal activation domain). EC ed IC rappresentano rispettivamente 1 versanti
extracellulare ed intracellulare.

I canali KCNB1 conducono delle correnti rettificanti uscenti di K* e presentano tre stati: uno stato
chiuso, in cui il poro ¢ chiuso e gli ioni non attraversano la membrana; uno stato aperto, in cui il
poro ¢ aperto e permette 1’efflusso di K*; e uno stato inattivo, che rappresenta una condizione in cui
il poro del canale ¢ aperto ma non permette il passaggio di ioni. Questo stato inattivo ¢ distinto dallo
stato chiuso e rappresenta un riarrangiamento strutturale di specifiche regioni deputate al passaggio
di ioni e al filtro di selettivita. Nel caso di KCNBI1, ’inattivazione ¢ lenta ed appare come una
progressiva diminuzione della corrente durante depolarizzazioni prolungate, con un recupero dello
stato di inattivazione di tipo voltaggio-dipendente. L’inattivazione non avviene tramite un blocco
sterico, ma ¢ un riarrangiamento strutturale all’interno della regione poro che compromette la
permeazione degli ioni K* pur non chiudendo completamente la via di conduzione (Klemic et al.,
1998). Dal punto di vista molecolare, le transizioni tra questi stati sono dovute a cambiamenti
conformazionali del VSD (segmento S4) e del poro (segmenti Ss—S¢). In KCNB1, la depolarizzazione
di membrana induce lo spostamento dei segmenti S4 verso I’esterno, favorendo ’allineamento dei
segmenti Ss—Se¢ e I’apertura del poro; tuttavia, durante depolarizzazioni prolungate, si osserva un
progressivo riarrangiamento del loop che collega il VSD al poro, portando a una condizione in cui il
VSD resta attivo, ma il poro non ¢ conduttivo. Studi funzionali e strutturali indicano che questo

fenomeno deriva da un accoppiamento elettromeccanico tra il VSD ed il poro, che comporta un
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riposizionamento delle eliche S¢, impedendo il mantenimento della permeabilita agli ioni (Ferndndez-
Mariiio et al., 2023). Nel sistema nervoso centrale, i cambiamenti conformazionali che regolano
’attivazione, la chiusura e soprattutto ’inattivazione lenta di KCNBI1 svolgono una funzione
fisiologica cruciale di controllo dell’eccitabilita neuronale (Klemic et al., 1998).

Tali canali, sono regolati da diversi meccanismi molecolari che modulano il loro gating, tra cui la
disponibilita del fosfolipide PIP: e lo stato di fosforilazione/defosforilazione: Delgado-Ramirez e coll.
(2018) hanno dimostrato che la riduzione dei livelli di PIP2, ottenuta sia tramite attivazione del
recettore muscarinico M1 sia mediante un sistema indotto dalla rapamicina per reclutare una fosfatasi
alla membrana, altera il gating di KCNBI: la deplezione del fosfolipide accelera I’inattivazione e
rallenta il recupero, stabilizzando il canale in conformazioni inattive; I’effetto complessivo osservato
¢ quindi una riduzione della corrente a potenziali fisiologici (Delgado-Ramirez et al., 2018).

I canali KCNB1 sono ampiamente espressi nel SNC, in particolare nei neuroni glutammatergici della
corteccia e dell’ippocampo (Figura 10), dove giocano un ruolo critico nel controllo dell’eccitabilita
neuronale e nella propagazione dei potenziali d’azione (7rimmer, 2015). Essi si organizzano in grandi
cluster somato-dendritici dinamici (Misonou et al., 2005) che costituiscono veri microdomini
funzionali, la cui formazione ¢ stabilita dipendono dallo stato di fosforilazione del canale: in
condizioni basali, KCNBI1 ¢ fortemente fosforilato su residui serina e treonina nella porzione C-
terminale, condizione che favorisce la clusterizzazione e mantiene il canale chiuso a potenziali di
riposo (Misonou et al., 2004; O’Connell et al., 2006, lkematsu et al., 2011). In risposta a stimoli o in
condizioni di stress, come depolarizzazioni prolungate o aumento del Ca*" intracellulare, viene
attivata la calcineurina, una fosfatasi Ca**/calmodulina-dipendente, che induce la defosforilazione dei
canali; tale processo provoca la declusterizzazione dei canali KCNB1 o spostamento della voltaggio-
dipendenza dell’attivazione verso potenziali piu negativi. L’effetto funzionale complessivo ¢ una
maggiore corrente a voltaggi fisiologici, che contribuisce a stabilizzare il potenziale di membrana e a
ridurre I’eccitabilita neuronale (Park et al., 2006, Siddoway et al., 2014). D’altro canto, meccanismi
di fosforilazione, mediati da chinasi come I’AMPK, producono I’effetto opposto, favorendo il ritorno
all’organizzazione in cluster ed il ripristino delle proprieta di gating tipiche delle condizioni di riposo
(Ikematsu et al., 2011). In sintesi, ’attivita di tali canali risulta essere regolata da un complesso
equilibrio tra fosforilazione/defosforilazione, clusterizzazione/declusterizzazione e modulazione da
PIP.: mentre la defosforilazione e la declusterizzazione aumentano 1’attivita del canale, la deplezione
di PIP: favorisce I’ingresso del canale in stati inattivi e riduce la corrente sostenuta, modulando
finemente I’eccitabilita neuronale (Delgado-Ramirez et al., 2018; Misonou et al., 2004, Park et al.,

2006, Siddoway et al., 2014).
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Figura 10. Livelli di espressione dei canali KCNB1 nel SNC. I grafico a destra mostra i livelli di
espressione dei canali KCNBI1 nei vari compartimenti del SNC, espressi come normalized tag per
million (NnTPM), a sinistra una rappresentazione colorimetrica dei principali compartimenti riportati
nel grafico (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000158445-KCNB 1/brain).

Inoltre, questo canale sembrerebbe avere un ruolo chiave nei processi di morte cellulare,
rappresentando il principale canale del K responsabile dell’efflusso di tale ione nelle cellule
apoptotiche neuronali (Pal et al., 2003). Infine, KCNB1 ¢ ampiamente espresso anche a livello delle
cellule B del pancreas, in cui regola la secrezione di insulina (Roe et al., 1996): infatti, quando
aumenta la concentrazione di glucosio in circolo, la quota di ATP intracellulare si innalza, il
cambiamento della quota ATP/ADP causa la chiusura dei canali del K™ ATP-dipendenti portando alla
depolarizzazione della membrana e all’aumento della concentrazione intracellulare di Ca*", il quale
innesca il rilascio di insulina. In seguito alla depolarizzazione, i canali KCNB1 si aprono
determinando la ripolarizzazione di membrana e limitando cosi il rilascio di insulina (MacDonald et
al., 2003). Da un lavoro di Zhang e coll. (2013) condotto sulla popolazione cinese, ¢ emerso che
alcuni polimorfismi riscontrati nel gene KCNBI sono associati ad una ridotta sensibilita all’insulina,
un aumento della concentrazione plasmatica di trigliceridi ed un aumento del rapporto tra
circonferenza della vita e del bacino, indicando un aumento del rischio di manifestare il diabete di

tipo II nei soggetti che presentano tali polimorfismi.
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1.6.1 Fisiopatologia dei canali KCNB1

Anche mutazioni a carico di KCNBI1 sono state associate ad Encefalopatie Epilettiche e dello
Sviluppo (DEE; Scheffer et al., 2017). La maggior parte dei soggetti portatori di varianti in questo
canale del K™ presentano epilessia grave, spesso farmacoresistente (con un’eta media d’ insorgenza
di 10 mesi), ritardo dello sviluppo che precede le crisi epilettiche per lo piu legato alla branca del
linguaggio, difficolta motorie, problemi comportamentali (quali disordini dello spettro dell’autismo,
iperattivita o aggressivita). Inoltre, da quanto riportato in letteratura, emerge che varianti missenso
associate a fenotipi severi risultano localizzate nel VSD e nel poro del canale, mentre fenotipi piu
lievi sono associati a varianti tronche localizzate al C-terminale. Ad ogni modo, ad oggi non ¢ stato
possibile trarre un’esatta correlazione genotipo-fenotipo poiché questi pazienti mostrano fenotipi
variabili: ad esempio, in pazienti portatori di una stessa variante si osservano sindromi epilettiche
differenti e spesso lo stesso paziente presenta diversi tipi di epilessie combinate (Marini et al., 2017;
Bar et al., 2019; Kang et al., 2019; Bar et al., 2020). Quasi la totalita delle varianti funzionalmente
caratterizzate finora ¢ stata associata ad effetti di LoF in termini di spostamento della voltaggio-
dipendenza di attivazione verso potenziali positivi, riduzione della corrente massima (de Kvovel et
al., 2017; Torkamani et al., 2014, Calhoun et al., 2017, Xiong ET AL., 2022), diminuzione
dell’espressione e/o del trafficking verso la membrana (Kang et al., 2019) e inibizione del firing
neuronale (Saitsu et al, 2015). Al contrario, solo per un’unica variante all’N-terminale (P17T)
riportata da Veale e coll. (2022) sono stati riportati effetti GoF in termini di aumento della densita di
corrente e un rallentamento dell’inattivazione; tuttavia, il paziente portatore di questa variante
presenta un ritardo dello sviluppo, ma non crisi epilettiche.

Piu recentemente, KCNB1 ¢ stata associato ad alterazioni indotte da stress ossidativo nel SNC; in
particolare, I’ossidazione dei residui di cisteina nei canali KCNBI1 favorisce la formazione di
oligomeri che si accumulano a livello della membrana e non sono piu in grado di condurre corrente,
ma questo fenomeno attiva vie pro-apoptotiche e neuroinflammatorie, contribuendo alla
degenerazione neuronale, come osservato nei cervelli di pazienti affetti da malattia di Alzheimer e in
modelli murini, suggerendo che 1’ossidazione dei canali KCNB1 potrebbe contribuire a meccanismi

patogenici di tale sindrome (Wei et al., 2018).
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1.6.2 Farmacologia dei canali KCNB1

Ad oggi, solo pochi modulatori di KCNBI1 sono descritti in letteratura. Tra questi risultano:

acido linoleico (AL, Figura 11A), un acido grasso polinsaturo omega-6, in grado di accelerare
le cinetiche delle correnti KCNB1-mediate e di bloccarle al contempo, agendo su due siti
distinti del canale (McKay et al., 2001);

altri acidi grassi polinsaturi (PUFA; Figura 11A) quali I’acido arachidonico (AA), I’acido
docosaesaenoico (DHA) ¢ ’acido eicosapentaenoico (EPA, Elinder & Liin, 2017), che
agiscono prevalentemente sullo spostamento della voltaggio-dipendenza dell’attivazione
verso potenziali piu negativi, effetto attribuito all’interazione elettrostatica tra il gruppo
carbossilico carico negativamente del PUFA e 1 VSD dei canali Kv. Questo fenomeno ¢ stato
descritto per DHA ed EPA su diversi sottotipi Kv, inclusi Kv1, Kv7 e Kv2, ed ¢ coerente con
I’effetto di accelerazione dell’attivazione osservato per I’AL su KCNBI1 (Borjesson &
Elinder, 2011; Moreno et al., 2012);

carvedilolo (Figura 11B), antagonista non selettivo dei recettori adrenergici, che inibisce le
correnti di KCNB1 aumentandone I’inattivazione (Kim et al., 2019);

FLX (Figura 11B), SSRI in grado di accelerare le cinetiche di inattivazione dei canali
KCNBI e di ritardarne il recupero dallo stato inattivo (Wang et al., 2020);

CBD (Figura 11B), fitocannabinoide non psicoattivo, in grado di bloccare direttamente le
correnti espresse dai canali KCNB1, senza modificarne le cinetiche di attivazione, in maniera

indipendente dai recettori cannabinoidi (Sayehmiri et al., 2025).
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Figura 11. Strutture chimiche dei principali modulatori dei canali KCNBI1. La figura mostra i

principali modulatori dell’attivita dei canali KCNB1 suddivisi in: attivatori (A) e bloccanti (B) delle
correnti espresse dai canali KCNB1 (https://www.guidetopharmacology.org/).
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1.7 Farmaci antiepilettici (AED)

Nonostante 1 significativi progressi compiuti negli ultimi decenni nella comprensione dei meccanismi
biologici dell’epilessia, lo sviluppo di terapie farmacologiche efficaci rimane una sfida rilevante. Cio
¢ principalmente attribuibile all’elevata eterogeneita eziologica della patologia (alterazioni genetiche,
neoplasie cerebrali, traumi cranici, infezioni del sistema nervoso centrale o eventi ischemici), spesso
coesistenti nello stesso paziente (Fisher et al., 2014; Loscher et al., 2020); tale complessita si riflette
nella variabilita delle sindromi epilettiche e nella risposta ai trattamenti farmacologici.

In linea generale, i farmaci antiepilettici (antiepileptic drugs, AEDs) esercitano un’azione deprimente
sull’eccitabilita del Sistema Nervoso Centrale, attraverso tre principali meccanismi: potenziamento
della trasmissione GABAergica inibitoria, riduzione della trasmissione glutammatergica eccitatoria e
modulazione diretta della conduttanza ionica, in particolare dei canali del sodio, del calcio e del
potassio voltaggio-dipendenti (Rogawski & Loscher, 2004; Loscher & Schmidt, 2011).

Fino agli anni *90, gli AEDs disponibili appartenevano prevalentemente a cinque principali classi
chimiche, caratterizzate da strutture relativamente simili, spesso costituite da anelli eterociclici con
differenti sostituenti, responsabili delle loro proprieta farmacodinamiche e farmacocinetiche (ad
esempio fenitoina, carbamazepina, fenobarbital e valproato). A partire dagli anni *90, 1’introduzione
dei cosiddetti “nuovi AEDs” ha ampliato significativamente il panorama terapeutico, includendo
molecole con strutture chimiche piu eterogenee e meccanismi d’azione piu selettivi, come
lamotrigina, levetiracetam, topiramato e lacosamide (Bialer & White, 2010).

Nonostante tale diversificazione strutturale e molecolare, la maggior parte degli AEDs condivide
caratteristiche farmacocinetiche comuni: vengono somministrati prevalentemente per via orale,
attraversano efficacemente la barriera emato-encefalica, presentano un assorbimento elevato (80—
100%), molti di essi mostrano un legame relativamente basso con le proteine plasmatiche e vengono
metabolizzati a livello epatico, con una distribuzione prevalente nell’acqua corporea totale. La
clearance generalmente bassa conferisce a questi farmaci un’azione di durata medio-lunga (emivita
media ~12 ore), ciononostante, formulazioni a rilascio prolungato sono spesso preferite al fine di
migliorare ’aderenza terapeutica dei pazienti e ridurre le fluttuazioni plasmatiche (Patsalos et al.,
2002).

Tuttavia, circa il 30—40% dei pazienti epilettici sviluppa una forma di epilessia farmacoresistente (o
refrattaria), definita come I’incapacita di ottenere un adeguato controllo delle crisi dopo il trattamento
con almeno due AEDs appropriati e ben tollerati (Kwan et al., 2010). I meccanismi alla base della
farmacoresistenza includono una ridotta accessibilita del farmaco al sito bersaglio, oppure una

modificazione strutturale o funzionale del target molecolare, che determina I’insensibilita al farmaco
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(Loscher et al., 2020). In questo contesto, in particolare nelle epilessie di origine genetica, sta
emergendo 1’importanza di strategie di medicina personalizzata, basate sull’identificazione della
mutazione patogenetica specifica e sulla selezione di trattamenti mirati.

L’impiego cronico degli AEDs ¢ inoltre associato a numerosi effetti avversi, tra cui uno dei piu
rilevanti ¢ il rischio teratogeno. E stato ampiamente documentato che le donne in trattamento con
alcuni AEDs presentano un aumentato rischio di malformazioni congenite nel feto: ad esempio,
I’assunzione di fenitoina ¢ associata alla sindrome fetale da idantoina, mentre il valproato ¢
fortemente correlato all’insorgenza di difetti del tubo neurale, come la spina bifida (7omson et al.,
2015). Altri effetti collaterali includono sedazione, disturbi cognitivi, alterazioni dell’umore e
tossicita epatica.

L’interruzione della terapia antiepilettica, sia programmata sia accidentale, pud determinare un
peggioramento del quadro clinico, con aumento della frequenza e della severita delle crisi, fino allo
sviluppo di stato epilettico. Sebbene relativamente raro, un sovradosaggio acuto di AEDs puod
condurre a depressione respiratoria e compromissione cardiovascolare, anche se difficilmente le
concentrazioni plasmatiche raggiungono livelli letali. Un ulteriore limite clinico € rappresentato dalle
numerose interazioni farmacologiche, dovute all’azione di molti AEDs come induttori o inibitori
degli enzimi epatici coinvolti nel metabolismo dei farmaci, con conseguenze rilevanti in pazienti
sottoposti a politerapia (Patsalos & Perucca, 2003).

I principali farmaci antiepilettici, i loro meccanismi d’azione, nonché i principali effetti collaterali e

interazioni farmacologiche, sono riassunti in Tabella 2.
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Tabella 2. Sommario dei principali farmaci antiepilettici attualmente in uso clinico e delle loro

caratteristiche.
Meccanismo Applicazione
Classe Effetti tossici Interazioni
d’azione clinica
Fenitoina, Fenobarbital,
. carbamazepine,
0 0
O N ”>:0 isonazide,
N . . felbamato,
. Blocco dei canali . . . .
O . . C . Diplopia, atassia, | oxcarbamazepina,
del Na" voltaggio- Crisi tonico- . . .
dipendenti cloniche iperplasia topiramato,
fosfofenitoina dipendentl, : . gengivale, fluoxetina,
riduzione del generalizzate, crisi oo
o . L o irsutismo, fluconazolo,
e (W rilascio di parziali X . .
Ve glutammato neuropatia digossina,
O W chinidina,
% ciclosporina,
O steroidi,
contraccettivi orali
Primidone
Crisi tonico- .
.. . Sedazione, o
Simile alla cloniche . . D Simili al
. . . . | disturbi cognitivi, .
0 0 Fenitoina generalizzate, crisi . S Fenobarbital
- atassia, iperattivita
ol parziali
Ho e H
Valproato,
C carbamazepine
Fenobarbital Crisi tonico- felbama‘g) ’
enobarbita Aumento della cloniche oL
) . . .. fenitoina,
risposta mediata | generalizzate, crisi . . .
T Sedazione, ciclosporina,
dal recettore parziali, crisi . . . -
0 0 . . . . .| disturbi cognitivi, felodipina,
GABAA,, riduzione | miocloniche, crisi .. C o
. . . . | atassia, 1perattivita lamotrigina,
Moy delle risposte generalizzate, crisi o 1
h . . . nifedipina,
b eccitatorie neonatali, stato . . .
epilettico nimodipina,
P steroisi, teofillina,
verapamil
Etosuccimide Valproato,
Riduzione delle Nausea, cefalea, fenobarbital,
0 correnti di Ca®* di Assenze vertigini, fenitoina,
= tipo T iperattivita carbamazepina,
W rifampicina
Fenitoina,
valproato,
Carbamazepina Blocco dei canali ﬂuoxeuni,
. S . . verapami
del Na* voltaggio- Crisi tonico- Nausea, diplopia, apami’,
= . ; . . antibiotici
dipendenti, cloniche atassia, macrolidi
Q N O diminuzione del | generalizzate, crisi iponatriemia, . oy
o . isonazide,
™ /K rilascio di parziali cefalea .
W0 propoxifene,
H glutammato
danazolo,
fenobarbital,
primidone
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Diazepam

£
e

Clonazepam

a

Gabapentin

; 0-H

=1

Pregabalin

Vigabatrin

0
5
N.
Heg H
=

Valproato
\/g/LO H

Lamotrigina

Potenziamento Stato di male
della risposta del epilettico Sedazione
recettore GABAA P
Crisi di assenza,
Come Diazepam | crisi miocloniche, Sedazione
spasmi infantili
Riduzione della
trasmissione C
eccitatoria Crisi tonico-
: ) cloniche
mediante azione . .. Sonnolenza,
. i del Ca2* generalizzate, crisi . .
sui canali del Ca L vertigini, atassia
voltaggio parziali, crisi
dipendenti generalizzate
presinaptici

Come Gabapentin Sonnolenza,

Crisi parziali L .
p vertigini, atassia

Inibizione Sonnolenza,
irreversibile della Crisi parziali, vertigini, psicosi,
GABA- spasmi infantili riduzione del
transaminasi

campo Visivo

. . Crisi tonico-
Blocco dei canali

) remor
del Na* voltaggio- clqmche .. Nauﬁﬁ;ioo ”
dipendenti general.lzz.ate,. crst ponderale, perdita
aumento deljla P ar21.ah, crst di cap’elli
disponibilita di ger-lerahzzate, erist teratogenc;
di assenza, crisi L
GABA miocloniche epatotossico
Prolungata

inattivazione dei
canali del Na*
voltaggio-
dipendenti,
riduzione del
rilascio di
glutammato

Crisi tonico-
cloniche
generalizzate, crisi
parziali, crisi
generalizzate, crisi
di assenza

Vertigini, cefalea,
diplopia, eruzioni
cutanee
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Minime

Minime

Minime

Minime

Minime

Fenobarbital,
fenitoina,
carbamazepina,
lamotrigina,
felbamato,
rifampicina,
etosuccimide,
primidone
Valproato,
carbamazepina,
oxcarbazepina,
fenitoina,
fenobarbital,
primidone,
succinimidi,
sertralina,
topiramato



Levetiracetam

“&0
oﬁ%

M
H™ *H

Retigabina

F
Rufinamide

N

Zonisamide

%\ /IF

[
0

| Ry
s
0

Azione sulla
proteina sinaptica
SV>A con
conseguente
alterazione del
rilascio di
neurotrasmettitori

Attivazione dei
canali del K* della
classe Kv7

Prolungata
inattivazione dei
canali del Na*
voltaggio-
dipendenti

Blocco della
ricaptazione del
GABA mediante

legame selettivo a
GAT-1

Blocco dei canali
del Na* voltaggio-
dipendenti e dei
recettori
AMPA /kainato,
potenziamento
della trasmissione
GABAergica

Blocco dei canali
del Na* voltaggio-
dipendenti

Crisi tonico-
cloniche
generalizzate, crisi
parziali, crisi
generalizzate

Trattamento di
associazione delle
crisi parziali

Trattamento di
associazione della
sindrome di
Lennox-Gastaut

Crisi parziali

Crisi tonico-
cloniche
generalizzate, crisi
parziali, crisi
generalizzate, crisi
di assenza,
emicrania

Crisi tonico-
cloniche
generalizzate, crisi
parziali, crisi
miocloniche
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Nervosismo,
vertigini,
depressione,
convulsioni

Vertigini,
sonnolenza,
confusione,

visione offuscata,
pigmentazione
bluastra di cute
labbra e retina

Sonnolenza,
vomito, diarrea,
piressia

Nervosismo,
vertigini,
depressione,
convulsioni

Sonnolenza,
rallentamento
cognitivo,
confusione,
parestesie

Sonnolenza,
disturbi cognitivi,
confusione,
difficolta di
concentrazione

Rare

Minime

Non metabolizzata
dagli isozimi P450

Fenobarbital,
fenitoina,
carbamazepina,
primidone

Fenitoina,
carbamazepine,
contraccettivi orali,
lamotrigina, litio

Minime



Lacosamide
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Aumentata
inattivazione dei
canali del Na*

Blocco dei
recettori AMPA

Crisi tonico-
cloniche
generalizzate, crisi
parziali

Crisi parziali con
0 senza
generalizzazione
secondaria
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Vertigini, cefalea,
nausea, lieve
aumento del tratto
PR

Vertigini,
sonnolenza,
cefalea, sindromi
psichiatriche

Minime

Aumento della
clearance da parte
di induttori del
CYP3A4



2. SCOPO DEL LAVORO

I canali ionici sono proteine transmembrana fondamentali per la regolazione dell’eccitabilita
cellulare, modulando il flusso di ioni come sodio, potassio, calcio e cloro attraverso la membrana
plasmatica. Nel SNC, la loro funzione ¢ cruciale per la generazione e la propagazione dei potenziali
d’azione. Mutazioni nei canali ionici possono interferire con la corretta conduzione dei segnali
elettrici, causando patologie neurologiche, tra cui le Encefalopatie Epilettiche e dello Sviluppo
(DEE), disturbi caratterizzati da crisi epilettiche precoci, ritardo dello sviluppo, disabilita cognitive e
frequente farmacoresistenza. Tra i canali del potassio associati a patologie epilettiche, i canali KCNT1
e KCNBI rivestono un ruolo importante in diverse forme di DEE. In particolare, le mutazioni
identificate nel gene KCNT1 sono generalmente associate ad effetti GoF, mentre, le mutazioni
identificate nel gene KCNBI, sono associate prevalentemente ad effetti LoF.

In tale ambito, lo scopo di questo Progetto di Ricerca ¢ stato quello di caratterizzare le conseguenze
funzionali indotte da varianti genetiche identificate, in collaborazione con diversi gruppi clinici
operanti sul territorio nazionale ed internazionale, nei canali del potassio KCNT1 o KCNBI in

pazienti affetti da DEE refrattarie ai trattamenti convenzionali, come dettagliato in tabella 3:
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Tabella 3. Caratteristiche note dei pazienti affetti da DEE portatori delle varianti in KCNT1 o
KCNBI in studio

Presentano
Sostituzione nucleotidica V"?‘“a”t.e. Eta_ Sesso | Fenotipo alm_e_no 2
amminoacidica | (anni) crisi al
giorno
KCNT1- i
KCNT1-1066 C>T R356W 3 F DEE Si
KCNT1- i
KCNT1-1066 C>T R356W 14 F EIMFS Si
KCNT1-1193 G>A KCNT1-R398Q 15 M EIMFS Si
KCNT1-1283 G>A KCNT1-R428Q 3 M DEE Si
KCNB1-104 T>C KCNB1-L35P 7 M DEE Si
KCNB1-539 A>G KCNB1-E180G 9 M DEE No
KCNB1-608-623 KCNB1- i
delCCATTGCCCTGTCCCT | 1204T*fs38 | L | M DEE Sl
KCNB1-916 C>T KCNB1-R306C 22 F DEE No
KCNB1-934 C>T KCNB1-R31zc | Non | Nom | pep Non
noto noto noto
KCNB1-935 G>A KCNB1-R312H 15 M DEE No
KCNB1-1045 G>T KCNB1-V349F 23 M DEE No
KCNB1-
KCNB1-1107G>A W369* 8.5 M DEE No
KCNB1-1139 A>G KCNB1-Y380C 5 M DEE No
KCNB1-1139 A>G KCNB1-Y380C 3 F DEE No
KCNB1-1235 T>C KCNB1-l412T | Non | Non 1 pee 1 Non noto
noto noto
DEE-= encefalopatie epilettiche e dello sviluppo, EIMFS=epilepsy of infancy with migrating
focal seizures; F= femmina; M=maschio
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Tali varianti ricadono su diversi domini funzionali dei due canali (Figura 12):

VSD Poro
A J{ /—A—\
( \ KCNTI1
St | S2 |S3 | Saf Ss Se
N R428Q
RCK1 » R3S56W
RCK2 o~
C
VSD PORE
. f Il PORE | | KCNBI
Y380C
EC

1204Tfs*38 <=

R312C/R312H

Figura 12. Topologia dei canali KCNT1 o KCNBI1. A) Topologia del canale KCNT]1, in cui sono
rappresentati i domini del VSD (cilindi azzurri denominati da S; a S4) e del poro (cilindri azzurri Ss
e S6), 1 domini N- e C- terminali citosolici ed 1 domini RCK1 e 2 (box arancioni); inoltre ¢ mostrata
la distribuzione delle varianti in studio all’interno del canale. B) Topologia del canale KCNBI, in cui
sono rappresentati 1 domini del VSD (cilindi grigio scuro denominati da S1 a S4) e del poro (cilindri
grigio scuro Ss e Sg), i domini N- e C- terminali citosolici ed 1 domini T1, CTA e Kv2 (box grigio
chiaro); inoltre ¢ mostrata la distribuzione delle varianti in studio all’interno del canale.
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A tale scopo, queste varianti sono state ingegnerizzate in plasmidi per espressione eterologa tramite
mutagenesi sito-diretta e sono stati condotti esperimenti di elettrofisiologia su cellule CHO

transientemente trasfettate con i1 plasmidi codificanti per i canali in forma wild-type o mutante.
Tali esperimenti avevano lo scopo di:

- definire le conseguenze funzionali indotti da ciascuna variante sulla funzione del
corrispondente canale wild-type, in termini di densita di corrente, spostamento della
voltaggio-dipendenza e cinetiche di attivazione e deattivazione, al fine di classificare le
varianti in studio come varianti associate a perdita di funzione (o loss-of-function, LoF) o a
guadagno di funzione (o gain-of-function, GoF);

- studiare la sensibilita farmacologica dei canali wild-type o mutanti allo scopo di identificare
potenziali nuovi trattamenti farmacologici personalizzati in grado di ristabilire la normale
funzionalita dei canali: in particolare, sono stati testati il farmaco fluoxetina (FLX) sui canali
KCNT1, mentre i farmaci metformina (MET), FLX e cannabidiolo (CBD) sono stati testati
sui canali KCNBI1.

Tali farmaci sono stati selezionati secondo una strategia di drug repurposing, ovvero il
riposizionamento di farmaci gia approvati e in uso clinico per il trattamento di altre patologie, ma
capaci di modulare I’attivita dei canali in studio: infatti, questo approccio rappresenta una scelta
particolarmente vantaggiosa rispetto alla progettazione e allo sviluppo de novo di farmaci
antiepilettici, in quanto consente di ridurre significativamente 1 tempi e 1 costi associati alla
progettazione e alla sperimentazione clinica dei potenziali farmaci. Tale aspetto risulta di
fondamentale importanza nel contesto delle DEE, considerata la loro severita, la farmacoresistenza
delle crisi e la presenza di importanti comorbidita, per le quali un intervento terapeutico tempestivo
puo influenzare in maniera determinante 1’evoluzione clinica. Inoltre, 1’utilizzo di farmaci con un
profilo farmacocinetico e di sicurezza gia noto permette di migliorare ’efficacia terapeutica e di
ridurre 1 potenziali effetti collaterali, rendendo questa strategia particolarmente rilevante per i pazienti
affetti da epilessie farmacoresistenti. Tale strategia si inserisce nel contesto della medicina
personalizzata, in quanto la scelta del trattamento viene orientata sulla base della specifica mutazione
genetica e dell’effetto funzionale ad essa associato scegliendo, in particolare, farmaci attivatori in

pazienti portatori di varianti LoF e farmaci bloccanti in pazienti portatori di varianti GoF.
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Inoltre, avendo svolto un periodo di ricerca all’estero, nello specifico presso 1’University of Texas
Health Science Center (San Antonio, TX, USA), sotto la supervisione del Prof. Mark S. Shapiro, a partire da
evidenze gia riportate in letteratura e discusse nell’Introduzione, secondo cui i canali del potassio
KCNTTI risultano regolati dal fosfolipide di membrana PIP2, sono stati condotti ulteriori esperimenti
di elettrofisiologia, allo scopo di descrivere la modulazione muscarinica delle correnti KCNT1-
mediate, anche in presenza di varianti associate a DEE. Questi studi hanno lo scopo di individure
modalita indirette di regolare 1’attivita del canale, che potrebbero costituire possibili nuovi target per

approcci farmacologici innovativi nelle DEE.
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3.MATERIALI E METODI
3.1 Ingegnerizzazione dei plasmidi incorporanti le varianti in studio

Le varianti nel canale KCNT1 oggetto di questo studio sono state inserite all’interno del plasmide
RC214820 (Figura 13; OriGene, Rockville, MD, USA), contenente il cDNA codificante per
I’isoforma umana di tipo A del canale KCNT1, mentre le varianti identificate nel canale KCNB1 sono
state inserite nel plasmide pRC/CMYV (ottenuto in collaborazione con il gruppo di Ricerca del Prof.
J.S. Trimmer, Dipartimento di fisiologia, Universita DAVIS, CA, USA) contenente il cDNA

codificante per I’isoforma umana del canale KCNBI.

f1orl
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\ / ,T7 promoter
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XL39 primer’ /’ /
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Figura 13. Mappa del plasmide utilizzato per il canale KCNT1. Schema del plasmide incorporante
il cDNA codificante per I’isoforma umana del canale KCNT1 WT (Origene, cod. RC214820). La
cassetta KAN/NEO indica la presenza di cDNA codificante per proteine in grado di conferire
resistenza agli antibiotici kanamicina/neomicina. Il plasmide utilizzato per il canale KCNBI, invece,
presenta una seguenza codificante per proteine in grado di conferire resistenza all’antibiotico
ampicillina e non presenta invece tag.

A tale scopo, sono state effettuate reazioni di mutagenesi sito-diretta basate su PCR, che vanno sotto
il nome di quick-change. Per tali reazioni di PCR, sono stati disegnati i seguenti primers su regioni
del cDNA codificanti per porzioni dei canali d’interesse prossime alla posizione di ciascuna variante
(indicata in rosso in tabella 4). Per la variante KCNB1 [204Tfs*38, il plasmide mutato ¢ stato

realizzato dall’azienda Azenta (Leipzig, Germany).
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Tabella 4: Primers utilizzati per le reazioni di mutagenesi sito-diretta di KCNT1 o KCNB1

. - . - Tempergtura Contenuto

Nome oligonucleotidi Sequenza oligonucleotidi di r(rl(zlz';lng in GC (%)
KCNT1-R356W FWD | 5’-GGATGGAGTGGCAGAAGTC-3’ 60 58
KCNT1-R356W REV 5’-GACTTCTGCCACTCCATCC-3’ 60 58
KCNT1-R398Q FWD 5’-CCACCCCCAGCTCCAGG-3 60 76
KCNT1-R398Q REV 5’-CCTGGAGCTGGGGGTGG-3’ 60 76
KCNT1-R428Q FWD 5’-GGTCCCAGCAGGTCATC-3’ 56 65
KCNT1-R428Q REV 5’-GATGACCTGCTGGGACC-3’ 56 65
KCNB1-L35P FWD 5’-GGTCCGCCCCAACGTCG-3’ 62 76
KCNB1-L35P REV 5’-CGACGTTGGGGCGGACC-3’ 62 76
KCNB1-E180G FWD 5’-GGACCTACTGGGGAAGCC-3’ 60.5 67
KCNB1-E180G REV 5’-GGCTTCCCCAGTAGGTCC-3’ 60.5 67
KCNB1-R306C FWD | 5’-CGAATTCTCTGCATCCTTAAG-3’ 60 43
KCNB1-R306C REV | 5’-CTTAAGGATGCAGAGAATTCG-3’ 60 43
KCNB1-R312C FWD 5’-GCTTGCATGCCACTCCACTG-3’ 61 60
KCNB1-R312C REV 5’-AGTGGAGTGGCATGCAAGC-3’ 61 60
KCNB1-R312H FWD 5’-GCTTGCACACCACTCCACTG-3’ 61 60
KCNB1-R312H REV | 5-CAGTGGAGTGGTGTGCAAGC-3’ 61 60
KCNB1-V349F FWD 5>-CCAGCCTTTTCTTCTTTGC-3° 54 47
KCNB1-V349F REV 5’-GCAAAGAAGAAAAGGCTGG-3’ 54 47
KCNB1-W369* FWD 5’-CCTCTTTCTGATGGGCCAC-3’ 59 58
KCNB1-W369* REV 5’-GTGGCCCATCAGAAAGAGG-3’ 59 58
KCNB1-Y380C FWD | 5-CTGTTGGGTGTGGAGACATC-3’ 59 55
KCNB1-Y380C REV 5’-GATGTCTCCACACCCAACAG-3’ 59 55
KCNB1-1412T FWD 5’-CCCATCACCGTCAATAACTTC-3 57 48
KCNB1-1412T REV 5’-GAAGTTATTGACGGTGATGGG-3’ 57 48

FWD: forward REV: reverse

Tali primers sono stati utilizzati per allestire le reazioni di PCR per ciascuna variante in studio usando
1 reagenti e le quantita riassunti in tabella 5, per un volume finale di 50 ul. Tutte le reazioni di PCR

sono state eseguite con termociclatore Mastercycler (Eppendorf, USA) secondo il protocollo riportato

(Figura 14):
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Tabella 5: Condizioni sperimentali per allestire ciascuna reazione di PCR (quick-change)

Componenti mix di PCR pl
Templato (100 ng/ul) 1
Primer FWD (10 uM) 3
Primer REV (10 uM) 3
Buffer Q5 (5x) 10
dNTP (10 mM) 1
Q5 (2U/ul) 0.5
Buffer GC 10
H20 215
95°C 95°C
5° 1° 73°C| 73°C
*°C 51 10
1’
4°C
o0
— 30 cicli E—

Figura 14. Procollo Quick-change PCR. Protocollo utilizzato per mutagenesi sito-diretta dei
plasmidi contenenti il ¢cDNA codificante I’isoforma umana dei canali KCNTI e KCNBI. *:
temperature comprese tra 54°C e 58°C in base alle temperature di melting dei primers utilizzati per
ciascuna mutagenesi (Tabella 5).

I prodotti della PCR sono stati quindi sottoposti a digestione utilizzando 1 pl dell’enzima Dpnl
(4U/pl, New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) e 5 ul del buffer specifico (SmartCut 1x NEB) e
lasciata a 37°C per 1 ora allo scopo di eliminare il templato WT contenente i siti “CATG” metilati
riconosciuti dall’enzima. Una volta ultimata la digestione, ¢ stato utilizzato I’intero volume per
trasformare tramite shock termico (45” a 42°C, seguito da 2’ a 4°C) 250 pl di cellule DH5a
precedentemente rese competenti in laboratorio. Il tutto ¢ stato piastrato su terreno LB gelificato con
Agar (25 g/L) addizionato con antibiotico specifico (25 pg/ml Kanamicina per le varianti in KCNT1
e 100 pug/ml Ampicillina per le varianti in KCNB1). Le piastre sono state quindi incubate per circa
16 ore a 37°C. Quindi ¢ stata valutata la correttezza della procedura osservando la presenza di colonie
batteriche. Per procedere all’amplificazione su piccola scala dei plasmidi contenuti all’interno delle
cellule batteriche, alcune delle colonie ottenute sono state rinfrescate in 6 mL terreno liquido LB +

antibiotico e lasciate a 37°C per circa 16 ore.
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3.2 Estrazione di DNA plasmidico su piccola scala (mini-prep)

L’estrazione del DNA plasmidico su piccola scala (mini-prep) ¢ stata condotta mediante 1’utilizzo del
kit HiPurA plasmid DNA Miniprep Purification kit (Himedia, Einhausen, Germania). A tale scopo, la
coltura batterica, lasciata a crescere per circa 16 ore a 37°C con agitazione a 200 rpm, ¢ stata pellettata
usando una minicentrifuga (Minispin Plus, Eppendorf) a 14000 rpm per 1°. E stato poi eliminato il
surnatante ed il pellet batterico ¢ stato risospeso utilizzando 250 pl di soluzione di risospensione HP1
fredda (contenente 50 mM Tris-Cl pH 8.0, 10 mM EDTA), precedentemente addizionata con 100
ng/ml RNasi A, cosi come indicato dalle istruzioni della casa produttrice. Successivamente ¢ stato
utilizzato il buffer di lisi HP2 (contenente 200 mM NaOH, 1% SDS) per denaturare il DNA ¢ le
proteine e favorire il discioglimento delle membrane. Sono poi stati aggiunti 350 ul di buffer HN3
(contenente potassio acetato 3M, pH 5.5), che consente la rinaturazione selettiva del solo DNA
plasmidico. Dopo centrifugazione a 14000 rpm per 10°, il DNA plasmidico rimane in soluzione,
mentre il DNA cromosomiale e le proteine denaturate sedimentano; il surnatante ¢ stato trasferito su
colonne HiElute contenute nel kit, in grado di legare il DNA, e centrifugato a 14000 rpm per 1°.
Successivamente le colonne sono state lavate con 500 pl di wash buffer HPB (contenente acetato di
potassiolM, pH 5.0) e si ¢ centrifugato nuovamente a 14000 rpm per 1°; dopodiché, in seguito
all’aggiunta di 700 pl buffer HPE (contenente NaCl 1M, MOPS 50 mM, pH 7.0, isopropanolo 15%)
precedentemente addizionato con etanolo (96-100%), ¢ stata eseguita una nuova centrifugazione nelle
stesse condizioni. Come ultimo passaggio, per eluire il DNA, ¢ stato utilizzato un opportuno volume
di acqua per biologia molecolare a 60°C ed effettuato un’ultima centrifuga sempre alla massima

velocita per 1°.
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3.3 Digestione diagnostica dei cloni e sequenziamento

I1 DNA plasmidico ottenuto dalla procedura di mini-prep di ciascuna variante ¢ stato sottoposto a
digestione enzimatica, utilizzando gli enzimi: EcoRI per i cloni contenenti il DNA codificante il
canale KCNBI, e la coppia di enzimi EcoRI+HindIII per i cloni contenenti il DNA codificante per il
canale KCNTI, in grado di produrre frammenti del plasmide di peso diverso tra loro e facilmente
distinguibili mediante corsa elettroforetica. Le reazioni sono state lasciate a 37°C per 1h e poi
sottoposte a corsa elettroforetica su gel d’agarosio all’1% TBE 0.5x (contenente EDTA 1 mM pH 8.0,
acido borico 44.5 mM, Tris 44.6 mM) colorato con Bromuro d’etidio (0.4 pug/ml). Le reazioni sono
state lasciate correre fino a separazione di uno standard di peso molecolare corso in parallelo e usato
come riferimento 1 kb (Thermo Scientific; codice: #SMO0311; Figura 15A). In parallelo, i campioni
non digeriti sono stati corsi anche con il marcatore si masa A/H (New England Biolabs; codice:
N3012L; Figura 15B), al fine di valutare la concentrazione di DNA plasmidico estratto mediante
confronto delle intensita delle bande di massa nota rispetto a quelle presenti nei campioni. I gel cosi
ottenuti, sono stati poi osservati all’ultravioletto e le immagini acquisite con Gel-doc EZ Imager (Bio-
Rad). Dall’analisi delle immagini ottenute sono stati selezionati i cloni da sottoporre a reazione di

sequenziamento (Eurofins, Milano).
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Figura 15. Profilo di separazione dei marker utilizzati per la digestione diagnostica. A) Marker
ad alta risoluzione 1kb per frammenti da 250 a 10000 kb. B) Migrazione del fago A digerito con
I’enzima HindIII che produce frammenti a concentrazione nota (ng).
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3.4 Estrazione di DNA plasmidico su larga scala (maxi-prep)

Una volta che il sequenziamento ha permesso di identificare il clone positivo a ciascuna variante in
studio, ¢ stata effettuata una preparazione plasmidica su larga scala (maxi-prep), utilizzando il kit di
estrazione Plasmid DNA Extraction Maxi Filter Endotoxin Free (Fisher Molecular Biology, Roma,
IT). 11 clone positivo per ciascuna variante ¢ stato rinfrescato con 5 ml di LB con Ampicillina (100
pg/ml) o Kanamicina (25 pg/ml) e lasciato a 37°C per circa 8 ore in agitazione a 200 rpm; tale clone
¢ stato quindi utilizzato per inoculare 500 ml di LB con Ampicillina o Kanamicina e lasciato a 37°C
per circa 16 ore in agitazione. La coltura batterica ¢ stata quindi centrifugata (Beckman Coulter) a
6000 g a 4°C per 10°, ed il pellet batterico risospeso con 20 ml di buffer PM1 freddo (contenente Tris-
CI1 50 mM, pH 8.0, EDTA 10 mM, RNasi 100 pg/ml). Successivamente i batteri sono stati lisati in 20
ml di buffer PM2 (contenente NaOH 200 mM, SDS 1%) e incubati per 5’ a RT. Sono stati
successivamente aggiunti 20 ml di buffer PM3 freddo (contenente acetato di potassio 3 M, pH 5.5) e
il tutto ¢ stato risospeso finché la viscosita non ¢ stata neutralizzata. La sospensione ¢ stata quindi
centrifugata a 20.000 g a 4°C per 30°. Intanto, si € proceduto ad equilibrare la colonna per il legame
del DNA con 12.5 ml di buffer PEQ (contenente NaCl 750 mM, MOPS 50 mM, pH 7.0, isopropanolo
15%, Triton x-100 0.15%).

A centrifuga ultimata, il surnatante ¢ stato caricato sulla colonna equilibrata e lasciato eluire per
gravita. La colonna ¢ stata poi lavata con 30 ml di buffer PW (contenente potassio acetato 1M, pH
5.0) ed e stato fatto eluire il DNA con 15 ml di buffer PEL (contenente NaCl 1.25 M, Tris-Cl 50 mM,
pH 8.5, isopropanolo 15%). Direttamente all’eluato sono stati aggiunti 11 ml di isopropanolo e
centrifugato a 20.000 g a 4°C per 30°. A fine centrifuga il surnatante ¢ stato delicatamente rimosso ed
il pellet raccolto con 2 ml di etanolo freddo al 70%. Il prodotto risultante ¢ stato centrifugato (Minispin
Plus, Eppendorf) a 14000 rpm per 10°, dopodiché il surnatante ¢ stato eliminato ed il pellet lasciato
ad asciugare all’aria per circa 16 ore. Il giorno seguente, il pellet ¢ stato risospeso in un appropriato
volume di acqua per biologia molecolare, lasciato 30’ a 37°C e quantizzato mediante lettura
spettrofotometrica (Lambda25-UV/VIS spectometer) della densita ottica a 260 nm (per misurare la
concentrazione degli acidi nucleici) e a 280 nm (per misurare la concentrazione delle proteine). Se il
rapporto OD260/OD2go risultava compreso tra ~1.5 e ~2, la preparazione di DNA risultava accettabile.
Prima di procedere a successivi esperimenti, tale preparazione ¢ stata sottoposta nuovamente a
procedura di sequenziamento (Eurofins, Milano) per confermare la presenza della mutazione in studio
e per escludere 1’eventuale inserzione aspecifica di ogni altra mutazione nell’intera sequenza

codificante per 1 canali in studio.
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1.3 Colture cellulari e trasfezioni

I plasmidi ottenuti, contenenti il cDNA codificante per le isoforme wild-type o mutanti dei canali
KCNTI o KCNBI, sono stati espressi in cellule ovariche di criceto cinese (CHO) coltivate in mezzo
di coltura Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) all’interno di capsule Petri dal diametro di
100 mm. Il DMEM ¢ stato completato con 50 ml di Fetal Bovine Serum (FBS), 5 ml di L-Glutammina
(200 mM, Sigma-Aldrich) e 5 ml di penicillina/streptomicina (10.000 U di penicillina/10 mg
streptomicina, Sigma-Aldrich, Milano, IT). Ogni 2-3 giorni le cellule venivano raccolte utilizzando
il reagente Tripsina (0.05% tripsina, 0.2% EDTA in PBS; Himedia, Einhausen, Germania) per
rimuoverle dalla piastra di crescita e trasferite in nuove Petri contenenti mezzo DMEM fresco, e infine
conservate in incubatore a 37°C. Per le trasfezioni, le CHO sono state piastrate ad una confluenza di
circa il 70% su capsule Petri dal diametro di 40 mm al cui interno ¢ stato posto un vetrino
precedentemente sterilizzato con etanolo al 70% e mediante esposizione al calore (180°C per 3h);
infine, il vetrino veniva trattato con poli-L-lisina (100 pg/ml, Sigma-Aldrich) al fine di favorire
I’adesione delle cellule. Dopo 24h dalla piastratura, le cellule sono state trasfettate utilizzando il
reagente Lipofectamina (Invitrogen) secondo le istruzioni della casa produttrice. Come marcatore di
trasfezione veniva utilizzato, in ogni trasfezione, un plasmide codificante per la proteina Enhanced
Green Fluorescent Protein (EGFP). I reagenti ed 1 quantitativi utilizzati per trasfettare ciascun vetrino

sono riassunti in tabella 6:

Tabella 6: Condizioni sperimentali per trasfezioni transienti dei plasmidi codificanti per i canali

KCNT1 o KCNB1 wild-type o mutanti.

DNA
plasmidico Opti-MEM
Opti-MEM Mix
(KCN*+ dopo 30 minuti
1 Lipo™(ul
EGFP, pg) 1D o (D (ml)
CAMPIONE 3.6 +0.4 250 250 1

*KCNT1 WT o mutante/ KCNB1 WT o mutante

**La mix Lipo é stata preparata con 5 pl di Lipofectamina + 250 pl di Opti-MEM per ogni
campione
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Utilizzando le stesse condizioni sperimentali sopra descritte, il canale KCNT1 wild-type ed il mutante
R356W sono stati co-espressi insieme al recettore muscarinico M1, tramite trasfezioni transienti, con
un rapporto 1:1, utilizzando I’EGFP come marcatore di trasfezione. I reagenti ed i quantitativi

utilizzati per trasfettare ciascun vetrino sono riassunti in tabella 7:

Tabella 7: Condizioni sperimentali per trasfezioni transienti dei plasmidi codificanti per i canali

KCNT1 wild-type o mutanti con M1R.

DNA plasmidico
(KCNT1%+ M1R Opti-MEM Mix Opti-MEM
dopo 30 minuti
+ EGFP, ng) (D Lipo™(ul)
(ml)
CAMPIONE 1.8+1.8+04 250 250 1

*KCNT1 WT o KCNT1-R356W

**La mix Lipo ¢ stata preparata con 5 pl di Lipofectamina + 250 pl di Opti-MEM per ogni
campione
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3.5 Esperimenti di elettrofisiologia sui canali KCNT1 WT o mutanti

Dopo 24h dalla trasfezione, si ¢ proceduto al protocollo di registrazione tramite tecnica di patch-
clamp in configurazione whole-cell, con amplificatore Axopatch 200B (Molecular Devices, Union
City, CA). La tecnica di patch-clamp prevede 1’utilizzo di elettrodi di vetro con resistenza di 3-5 MQ
quando riempiti con soluzione intracellulare contenente (in mM): KCl 130, NaCl 10, Mg-ATP 5,
EGTA 5. I vetrini contenenti le CHO trasfettate sono stati, quindi, immersi in soluzione extracellulare
(contenente: NaCl 138 mM, KCl 5.4 mM, CaCl, 2 mM, MgCl, I mM, glucosio 10 mM, HEPES 10

mM) e alloggiati sul microscopio. Le correnti sono state misurate con diversi protocolli di voltaggio:

1. attivazione: I’applicazione di step depolarizzanti da -90 mV a +60 mV, con un incremento di 10

mV per ogni step ed un potenziale di mantenimento a -80 mV, permette di misurare:

a) densita di corrente: la corrente, misurata posizionando il cursore alla fine di ogni traccia
(Figura 16, cursore 1) ¢ stata poi divisa per la grandezza della singola cellula, valutata in base
alla capacita della membrana plasmatica (espressa in picoFarad);

b) componente istantanea: la corrente espressa a +60 mV all’inizio della traccia (corrente
istantanea, lins; Figura 16, cursore 2) veniva divisa per la corrente misurata alla fine della
stessa, (corrente allo stato stazionario, Isweady-state; Figura 16, cursore 1);

c) voltaggio-dipendenza dell’attivazione: i valori di corrente misurati a +60 mV (Figura 16,

cursore 1) sono stati normalizzati al valore massimo e approssimati all’equazione:

(Imax — Imin)

1/ —
1+ exp (V/z kVtest)

y = Imin +

dove:

Imin: densita di corrente minima,

Imax: densita di corrente massima,

Vtest: valore di potenziale testato (da -90 mV a +60 mV),

Vu,: valore di potenziale a cui la meta dei canali si trova nello stato aperto,

k: misura della pendenza della curva.
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CURSORE 2 CURSORE 1

+60 mV
A10 mV |
-90 mV

600 ms

Figura 16. Protocollo di attivazione. Esempio di tracce di corrente misurate utilizzando il protocollo
di voltaggio mostrato in basso. Sono indicate le posizioni dei cursori utilizzati per 1’analisi.

2. protocollo di rampa: le correnti venivano misurate in seguito a variazioni del potenziale da -90
mV a +60 mV in 2.5 secondi, sia quando le cellule erano in soluzione controllo, sia in presenza
di farmaco, sia dopo I’interruzione dell’esposizione al farmaco (washout, Figura 17). I dati sono
stati espressi come percentuale della densita di corrente misurata in presenza di farmaco rispetto

a quella di controllo.

<«CW

Figura 17. Protocollo di rampa. Esempio di correnti misurate utilizzando il protocollo di voltaggio
mostrato in basso, su cellule esprimenti KCNT1 WT, in cui sono mostrate le tracce di corrente
espresse durante I’esposizione al farmaco (in verde), in soluzione di controllo (C) o nel washout (W).
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3.6 Esperimenti di elettrofisiologia sui canali KCNB1 WT o mutanti

Anche per le cellule esprimenti i canali KCNB1 wild-type o mutanti, dopo 24h dalla trasfezione, si ¢
proceduto al protocollo di registrazione tramite tecnica di patch-clamp in configurazione whole-cell,
con amplificatore Axopatch 200B (Molecular Devices, Union City, CA). La tecnica di patch-clamp
prevede 1’utilizzo di elettrodi di vetro con resistenza di 3-5 MQ quando riempiti con soluzione
intracellulare, contenente (in mM): KCI 140, MgCl, 2, HEPES 10, EGTA 10, Mg-ATP 5). I vetrini
contenenti le CHO trasfettate sono stati, quindi, immersi in soluzione extracellulare (contenente:
NaCl 138 mM, KCl 5.4 mM, CaCl, 2 mM, MgCl> 1 mM, glucosio 10 mM, HEPES 10 mM) e

alloggiati sul microscopio. Le correnti sono state misurate con diversi protocolli di voltaggio:

1. attivazione: I’applicazione di step depolarizzanti da -80 mV a +120 mV, con un incremento
di 10 mV per ogni step ed un potenziale di mantenimento a 0 mV, permette di misurare:

a) densita di corrente: la corrente, misurata posizionando il cursore a +80 mV alla fine
di ogni traccia (Figura 18, cursore 1) ¢ stata poi divisa per la grandezza della singola
cellula, valutata in base alla capacita della membrana plasmatica (espressa in pF);

b) cinetica di attivazione: le tracce di corrente misurate ad ogni potenziale sono state
fittate ad una funzione doppia esponenziale di seguito riportata, ottenendo cosi la
misura della velocita di attivazione dei canali “tact” (espressa in ms) che comprende:
una componente rapida (trast) ed una lenta (tsLow); e delle ampiezze Ai, anch’esse
comprendenti una componente rapida (Arast) ed una lenta (AsLow), espressa come

rapporto Arast/(ArasttAsLow) (Figura 18, cursori 1 e 2);
3]
N —7 / T-
=34 1 c
i=1

Dove:
Ai: ampiezza delle correnti ioniche,
1 tempo,
7;: costante di tempo che descrive la velocita di attivazione o deattivazione del canale,
C: termine noto
c) voltaggio-dipendenza dell’attivazione: 1 valori di corrente misurati a 0 mV (Figura

18, cursore 1) sono stati normalizzati al valore massimo e approssimati all’equazione:
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y = Imint (Imax—Imin)/1+exp (V'2—Vtest/k)
dove:
Imin: densita di corrente minima,
Imax: densita di corrente massima,
Vtest: valore di potenziale testato (da -80 mV a +120 mV),
V'4: valore di potenziale a cui la meta dei canali si trova nello stato aperto,

k: misura della pendenza della curva,

Cursori
Cursore 1 1 2 Cursore 1
A B
+120 0
-80
400 ms

Figura 18: Protocollo di attivazione. Esempio di tracce di corrente ottenute utilizzando il protocollo
mostrato. Sono mostrate le posizioni dei cursori utilizzati per 1’analisi (barre azzurre) della densita di
corrente a +80 mV (A), delle cinetiche di attivazione (B) e della voltaggio-dipendenza
dell’attivazione (C).
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2. deattivazione: 1’applicazione di potenziali da -120 mV a +40 mV con un incremento di 10
mV per ogni step, permette di misurare la voltaggio-dipendenza della cinetica di
deattivazione: a tale scopo, le correnti sono state fittate ad una funzione doppia esponenziale
(riportata sopra) per ottenere la misura della velocita di deattivazione “tpract’ che
comprende: una componente rapida (trast) ed una lenta (tscow) e delle ampiezze Ai,
anch’esse comprendenti una componente rapida (Arast) ed una lenta (AsLow), espressa come

rapporto Arast/(ArasttAsLow) (Figura 19, cursori 1 e 2);

Curson

420 ms [ AlD

Figura 19: Protocollo di deattivazione. Esempio di tracce di corrente ottenute utilizzando il
protocollo mostrato in basso. Sono mostrate le posizioni dei cursori utilizzati per 1’analisi (barre
azzurre).
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3. Protocollo di rampa: sono state misurate le correnti espresse modificando il potenziale da -
80 mV a 0 mV (Figura 20A) oppure da -80 a +40 mV (Figura 20B), in base alla variazione
della voltaggio-dipendenza misurata tra canale WT e mutante, in 2.5 secondi; in soluzione
controllo, in presenza di farmaco e dopo I’interruzione dello stesso. I dati sono stati espressi

come % della densita di corrente misurata in presenza di farmaco rispetto alla soluzione

controllo.
A B

#—Farmaco o C

<

<+ W
IEUU]HIL o . L 4f— Farmaco
200 ms
0 +40

-sn_._/d’-l_ 80 _.._.—--""""-——-1_

Figura 20. Protocollo di rampa. Esempi di correnti misurate tramite i rispettivi protocolli
mostrati in basso, su cellule esprimenti KCNB1 wild-type, in soluzione controllo (C), dopo 2-3
min di esposizione del farmaco (verde o blu), e dopo washout (W).
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3.7 Preparazione dei farmaci utilizzati

I farmaci utilizzati nel corso degli esperimenti sono stati preparati come soluzioni stock concentrate
e successivamente diluite nella soluzione extracellulare alla concentrazione finale desiderata
immediatamente prima dell’uso. La fluoxetina (Thermo Fisher Scientific; CAS: 56296-78-7) ¢ stata
preparata come soluzione stock a 100 mM in dimetilsolfossido (DMSO) e utilizzata alle
concentrazioni finali di 10 uM per KCNT1 e 50 uM per KCNBI. Il cannabidiolo (PhytoLab; CAS:
13956-29-1) ¢ stato preparato come soluzione stock a 100 mM in DMSO e impiegato alla
concentrazione finale di 10 uM per entrambi i canali. La metformina (Sigma-Aldrich; CAS: 1115-
70-4) ¢ stata preparata come soluzione stock a 100 mM in metanolo e utilizzata alla concentrazione
finale di 10 uM. L’oxotremorina (gentilmente fornita dal Prof. Shapiro, Department of Cellular &
Integrative Physiology, UTH, San Antonio, TX, USA) ¢ stata disciolta in acqua per ottenere una
soluzione stock a 100 mM e utilizzata a concentrazioni comprese tra 0.001 e 10 pM. Per controllare
eventuali effetti aspecifici dei solventi, la soluzione extracellulare utilizzata come controllo ¢ stata
corretta con 1 rispettivi solventi (DMSO o metanolo) alle stesse concentrazioni finali presenti nelle

condizioni sperimentali.

3.8 Analisi statistica

Tutti i dati sono stati espressi come valore medio+errore standard medio. Le differenze tra i gruppi
sperimentali sono state valutate con il test 7 di Student; le differenze vengono considerate significative

quando p<0.05.
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4. RISULTATI

4.1 Studio delle proprieta funzionali e della sensibilita farmacologica di canali KCNT1 wild-
type o incorporanti le varianti in studio

4.1.1 Ingegnerizzazione dei plasmidi incorporanti ciascuna variante in studio

Per studiare gli effetti funzionali indotti dalle tre varianti (R356W, R398Q e R428Q) in KCNT1
identificate in pazienti, sono state allestite delle reazioni di PCR, come descritto nella sezione
Materiali e Metodi. Queste sono state poi usate per trasformare cellule batteriche competenti che,
acquisivano la capacita di crescere su terreno selettivo (in questo caso, addizionato con kanamicina).
Alcuni dei cloni sono stati, quindi, amplificati su piccola scala per valutare la presenza di ciascuna
mutazione desiderata.

Per le varianti R356W e R428Q sono state selezionate 6 colonie, mentre per R398Q ¢ stata ottenuta
1 colonia. Il corrispondente DNA plasmidico ¢ stato digerito con gli enzimi EcoRI+HindIlIl, in grado

di formare due frammenti, come dettagliato in Figura 21.

A B
f1 ori
SV40 ori S ws:':.;e;mmu P s d l
i . . 0511.10ne. ¢ Grandezza del
— Enzima di sito di framm ento
S “ restrizione restrizione (bp)
Cco
| (bp)
/—> HindIII
EcoRI 8603 607
RC214820
(8.6 kb)
HindIII 560 8043

&

PolyA signal
XL39 primer

Myc D%ul

Figura 21. Analisi del plasmide codificante per KCNT1. A) Schema del plasmide incorporante il
cDNA codificante per I’isoforma umana del canale KCNT1 wild-type (Origene, cod. RC214820). La
cassetta KAN/NEO indica gli antibiotici kanamicina/neomicina verso 1 quali il plasmide induce
resistenza. La barra gialla indica la posizione del sito di restrizione per EcoRI, mentre quella azzurra
quello per HindIIl. B) Analisi del plasmide mostrato in A in seguito al taglio con gli enzimi di
restrizione indicati.
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Tutte le digestioni sono state allestite utilizzando le seguenti condizioni:

Templato H20 EcoRlI Hindl 1l NEB2 Volume
(k) (1) (1) (H) (1) finale (ul)
KCNT1WT
5 8 0.25 0.25 15 15
(100 ng/pl)
KCNTl * (13 13 13 (13 (13 (13

*= DNA plasmidico incorportante la variante R356W, R398Q o R428Q

Insieme ad i campioni digeriti, sono stati caricati su gel anche gli stessi campioni non digeriti insieme
al marker quantitativo A/H (New England Biolabs; codice: N3012L) per avere una misura della

concertazione del DNA plasmidico estratto.
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Per la variante R356W 1’avvenuta digestione ¢ stata valutata confrontando il campione KCNT1 WT
sottoposto a restrizione con un’eguale quantita non digerita; il peso dei frammenti ottenuti in seguito
a digestione enzimatica ¢ stato misurato mediante confronto con il marcatore 1 kbp. Come si evince
dalla Figura 22, la digestione del campione WT produce due frammenti di peso pari a ~ 8000 bp e
600 bp. Tutti i campioni hanno mostrato lo stesso pattern di digestione rispetto al campione WT,
producendo dei frammenti della lunghezza attesa, per cui sono stati tutti inviati a sequenziamento per

verificare la presenza della mutazione e 1’assenza di altre non desiderate.

A
KCNT1WT KCNT1 R356W EcoRI/HindIII
(500 ng) (5 ul)

- E/H . . CL3 ClL 4 CLS5 ClL6
6
0.75
0.5
B

KCNT1 R356W
(tal quale, 1 pl)

ClL2 CL3 ClL 4 CLS

Figura 22. Analisi elettroforetica dei cloni KCNT1 (putativamente incorporanti la mutazione)
R356W. A) Separazione elettroforetica dei 6 cloni digeriti con EcoRI/HindIIl, confrontati con il
marker di peso molecolare 1 kb ed al wild-type. Il box azzurro evidenzia i frammenti di peso atteso,
come dall’analisi riportata in figura 21. B) Separazione elettroforetica dei 6 cloni non digeriti
confrontati con il marker quantitativo A/H.
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Dall’analisi degli elettroferogrammi, si evince la presenza della mutazione c.1066C>T,
corrispondente alla mutazione amminoacidica p.R356W, per il clone 3 (Figura 23).

A

R356

G G A T G G A Ggc€Cc G G |C A GA A T cC

. L.AA_ NN A AN A

1057 1076

rc.1066 C>T, p.R356W

G G AT G G AG|] T G GI€C A GA A GT C

L

1057 1076

Figura 23. Elettroferogrammi dei plasmidi codificanti i canali KCNT1 wild-type o KCNT1
R356W. Porzione (da 1057 a 1076) degli elettroferogrammi ottenuti dalle reazioni di sequenziamento
del plasmide codificante per il canale KCNT1 wild-type (A) o incorporante la mutazione R356W (B;
clone 3 mostrato in figura 22A). In entrambi 1 pannelli il carattere sottolineato indica il residuo su cui

cade la mutazione nucleotidica, mentre il box evidenzia la tripletta nucleotidica incorporante il
residuo mutato.
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Per la variante R398Q I’avvenuta digestione ¢ stata valutata nello stesso modo della variante R356W.

Come si puo notare dalla Figura 24, la digestione del campione WT produce, anche in questo caso,

due frammenti di peso pari a ~ 8000 bp e 600 bp; ed il campione presenta lo stesso pattern di

digestione del campione WT, per cui il campione ¢ stato inviato a sequenziamento.

B

KCNT1 WT
(500ng)  KCNTI
> R398Q

1 kb - EH EHG)

0.75—»
0.5—

KCNT1 R398Q
(tal quale, 1 pl) A/H (ng)

Figura 24. Analisi elettroforetica del clone KCNT1 (putativamente incorporante la mutazione)
R398Q. A) Separazione elettroforetica del clone digerito con EcoRI/HindIIl, confrontato con il
marker di peso molecolare 1 kb ed al wild-type. Il box azzurro evidenzia 1 frammenti di peso atteso,
come dall’analisi riportata in figura 21. B) Separazione elettroforetica del clone non digerito
confrontato con il marker quantitativo A/H.
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Similmente, si evince la presenza della mutazione c.1193G>A, corrispondente alla mutazione

amminoacidica p.R398Q), per il clone 1 (Figura 25).

A

rbR398
cC G G

1185 1201

r> ¢.1193 G>A, p.R398Q

c ¢ A Cc Cc C CJ]C A G |c T Cc C A G G

]
1185 1201

Figura 25. Elettroferogrammi dei plasmidi codificanti i canali KCNT1 wild-type o KCNT1
R398Q. Porzione (da 1185 a 1201) degli elettroferogrammi ottenuti dalle reazioni di sequenziamento
del plasmide codificante per il canale KCNT1 wild-type (A) o incorporante la mutazione R398Q (B;
clone 1 mostrato in figura 24A). In entrambi 1 pannelli il carattere sottolineato indica il residuo su cui
cade la mutazione nucleotidica, mentre il box evidenzia la tripletta nucleotidica incorporante il
residuo mutato.
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Anche la reazione di digestione della variante R428Q ¢ stata valutata confrontando il campione
KCNT1 WT sottoposto a restrizione con un’eguale quantita non digerita, il peso dei frammenti
ottenuti in seguito a digestione enzimatica ¢ stato misurato mediante confronto con il marcatore 1
kbp. Il campione WT produce 1 frammenti attesi di peso pari a ~ 8000 bp e 600 bp come mostrato in
Figura 26 e tutti i campioni mostrano lo stesso pattern di digestione del campione WT indicando che
la digestione ¢ avvenuta in maniera corretta per tutti i campioni, per cui tutti sono stati inviati a

sequenziamento.

C

KCNT1WT
(500 ng) KCNT1 R428Q EcoRI/HindIII (5 pl)

>
>

- EH CL1 CL2 CL3 CL4 CLS CL6 1kb

<«—0.75

<+«——05

B KCNT1 R428Q
(tal quale, 1 pl)

ClL 1 CL2 CL3 Cl 4 Cl.5 CL.6 A/H(ng)

90
63

24
20

Figura 26. Analisi elettroforetica dei cloni KCNT1 (putativamente incorporanti la mutazione)
R428Q. A) Separazione elettroforetica dei 6 cloni digeriti con EcoRI/HindlIIl, confrontati con il
marker di peso molecolare 1 kb ed al wild-type. Il box azzurro evidenzia i frammenti di peso atteso,
come atteso dall’analisi riportata in figura 21. B) Separazione elettroforetica dei 6 cloni non digeriti
confrontati con il marker quantitativo 1/H.
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Anche in questo caso, dagli elettroferogrammi, si evince la presenza della mutazione c.1283G>A,

corrispondente alla mutazione amminoacidica p.R428Q, per il clone 2 (Figura 27).

A

rbR428
C G G |G

T c A T C

NI

1274 1292

B

r; ¢.1283 G>A; p.R428Q

G G T € C C A Gg|CcC A ¢ G T cC A T C

\ J
1274 1292

Figura 27. Elettroferogrammi dei plasmidi codificanti i canali KCNT1 wild-type o KCNT1
R428Q. Porzione (da 1274 a 1292) degli elettroferogrammi ottenuti dalle reazioni di sequenziamento
del plasmide codificante per il canale KCNT1 wild-type (A) o incorporante la mutazione R428Q (B;
clone 2 mostrato in figura 26A). In entrambi 1 pannelli il carattere sottolineato indica il residuo su cui
cade la mutazione nucleotidica, mentre il box evidenzia la tripletta nucleotidica incorporante il
residuo mutato.
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4.1.2 Quantificazione del DNA plasmidico ottenuto mediante ciascuna procedura di maxi-prep
I cloni risultati positivi al sequenziamento, sono stati utilizzati per preparazioni su larga scala (maxi-

prep) che sono state successivamente quantizzate mediante lettura spettrofotometrica. I risultati

ottenuti per ciascuna maxi-prep sono riportati in Tabella 8:

Tabella 8: Quantificazione spettrofotometrica dei prodotti di maxi-prep ottenuti per ciascuna

variante
KCNT1-R356W
pl OD260nm OD2sonm | OD26onmv | Concentrazione
OD28onm (ng/ul)
1l 0.0310 0.0137 2.3 1085
2 ul 0.0905 0.0457 2.0 1583.75
4 ul 0.2071 0.1085 1.9 1812.125
Concentrazione finale = 1.5 pg/pl
KCNT1-R398Q
pl OD260nm OD2gonm Ratio | Concentrazione
ng/pl
Ll 0.0399 0.0185 2.2 1396.5
2 ul 0.0721 0.0361 2.0 1261.75
4 ul 0.2752 0.1477 1.9 2408
Concentrazione finale = 1.7 pg/ul
KCNT1-R428Q
pl OD260nm OD2gonm Ratio | Concentrazione
ng/ul
1l 0.0631 0.0334 1.9 2208.5
2 ul 0.1169 0.0597 2.0 2045.75
4 ul 0.2519 0.1318 1.9 2204.125
Concentrazione finale = 2.2 pg/pl

Poiché le letture a 260 nm e a 280 nm sono risultate lineari rispetto all’aumento di volume del
campione, si ¢ proceduto al calcolo del ratio, ovvero il rapporto OD260/OD2go ed al calcolo della
concentrazione ottenuta moltiplicando il valore ottenuto per il fattore di diluizione e per 50 (1 pg
DNA=50 OD). Quindi per ottenere la concentrazione finale ¢ stata fatta una media delle

concentrazioni ottenute ai diversi volumi.
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4.1.3 Caratterizzazione funzionale e farmacologica dei canali KCNT1 wild-type o incorporanti
ciascuna variante in studio

Le cellule trasfettate sono state utilizzate per esperimenti di elettrofisiologia al fine di valutare gli
effetti indotti dalle varianti in studio sul canale WT.

In particolare, i canali KCNT1 WT esprimono forti correnti uscenti, con una densitd massima a +60
mV pari a 143.65+26.92 pA/pF (n=12-61); normalizzando e fittando tali correnti all’equazione di
Boltzmann sono stati ricavati i valori di Vi e la pendenza della curva (k) che misuravano 17.77+4.10
mV e 24.01+1.90 mV/efold, rispettivamente. L’attivazione dei canali WT ha mostrato la presenza di
una componente istantanea tempo-indipendente, seguita da una tempo-dipendente; il rapporto tra
queste due componenti (Linst/Isteady-state) € pari a 0.24+0.01.

Dagli esperimenti condotti sui canali mutanti ¢ emerso che ciascuna variante induce: aumento della
densita di corrente (Figura 28 A-B), spostamento della voltaggio-dipendenza verso valori piu negativi
(Figura 28C) ed aumento della componente istantanea (Figura 28D) rispetto al canale WT,

suggerendo effetti di guadagno di funzione (GoF).
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Figura 28. Analisi funzionale dei canali KCNT1 WT o mutanti. A) Tracce di corrente
rappresentative misurate in cellule CHO esprimenti KCNT1 WT o i canali mutati indicati, in risposta
al protocollo di voltaggio mostrato in figura. B, C, D) Quantificazione delle densita di corrente (B),
della conduttanza (C) o della componente istantanea (D). * = p<0.05 vs KCNT1; ** = p<0.05 vs
KCNT1 e KCNTI1 R356W.
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Le proprieta funzionali dei canali KCNT1 WT o mutanti sono riassunti in Tabella 9.

Tabella 9. Proprieta biofisiche dei canali WT o incorporanti ciascuna variante.

Densita di corrente V12 k
CANALE n linst/I steady-state
a+60 mV (pA/pF) (mV) (mV/efold)

KCNT1WT | 12-61 143.65+26.92 17.77+4.10 | 24.01+1.90 | 0.24+0.01
KCNTI R356W | 13 484.46+57.03* -56.02+1.92* | 20.18+1.92 | 0.88+0.02*
KCNTI R398Q | 16-17 517.24+57.19* -0.57+3.03* | 27.93+1.57 | 0.34+0.05*

KCNT1 R428Q | 15-19 513.25+54.76* -33.16+1.85* | 22.06+1.32 | 0.50+0.04*

*=p <0.05vs KCNT1 WT

Allo scopo di revertire gli effetti GoF indotti dalle varianti, sono stati condotti ulteriori esperimenti
di elettrofisiologia in presenza di bloccanti dei canali KCNT. Dalla letteratura ¢ emerso che il farmaco
antidepressivo fluoxetina (FLX) ¢ in grado di bloccare le correnti espresse da diversi canali del K*
(Ambrosino et al., 2023; Soldovieri et al., 2023; Wang et al., 2020), tra cui anche il canale KCNT2
(Cioclu et al., 2023). Pertanto, sulla base dell’elevata omologia di sequenza tra i due canali, tale
farmaco ¢ stato testato anche sui canali KCNT1 WT o mutanti. Come mostrato in Figura 29,
I’esposizione a 10 uM FLX dei canali WT produce una diminuzione della corrente del 75.043.4%
(n=12); quando testato sui canali mutanti, il farmaco ha mostrato un effetto di blocco maggiore
rispetto al canale WT. Inoltre, sia per 1 canali wild-type che mutanti I’effetto della FLX ¢ stato

reversibile (Tabella 10, Figura 29B).
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Figura 29. Proprieta farmacologiche dei canali WT o mutanti. A) Tracce di corrente espresse dal
canale KCNT1 WT in soluzione controllo (C), dopo 2°-3’ di esposizione a 10 uM FLX (in verde) o
dopo washout (W). B) Percentuale di inibizione della corrente espressa a +60 mV in soluzione di
controllo dai canali indicati. * = p<0.05 vs KCNT1 WT.

Tabella 10. Proprieta farmacologiche dei canali KCNT1 WT o incorporanti ciascuna variante

in studio.

Effetto del farmaco

Variante n
(% di blocco della corrente a +60 mV)
KCNT1WT 12 75.0% + 3.4
KCNT1 R356W | 13 93.5% + 0.6*
KCNT1 R398Q | 17 84.7% + 2.5*
KCNT1 R428Q | 15 86.6% + 1.3*

Sulla base di tali risultati, 1 clinici che hanno individuato tali pazienti hanno ritenuto opportuno

iniziare ad aggiungere il farmaco fluoxetina al loro trattamento standard, riscontrando un generale

miglioramento cognitivo, dell’umore e del comportamento e, nel caso del paziente portatore della

variante R398Q), una significativa riduzione delle crisi epilettiche (>75%).
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4.1.4 Studio della modulazione delle correnti di KCNT1 in seguito ad attivazione del recettore
muscarinico M1

Per studiare la modulazione delle correnti espresse dal canale KCNT1 da parte del recettore
muscarinico M1, sono stati condotti esperimenti in cellule CHO co-esprimenti KCNT1 con M1R.
L’obiettivo era valutare 1’effetto dell’agonista Oxotremorina-M (Oxo0-M) sulla corrente espressa dai
canali KCNT1 e determinare se mutazioni patogenetiche del canale potessero alterare la risposta
farmacologica. Questi esperimenti permettono di distinguere tra effetti diretti sul canale e
modulazioni mediati da pathway recettoriali, fornendo informazioni cruciali per la comprensione
della fisiopatologia di KCNT1 e per I’identificazione di possibili target terapeutici. Quando diverse
concentrazioni di Oxo-M (0.001-10 uM) sono state perfuse su cellule CHO esprimenti KCNT1+M1
¢ stata misurata una significativa diminuzione della corrente, con una percentuale di inibizione delle
correnti a +60 mV pari a 84.4+2.3% (n=15; Figura 30A) e ICso pari a 5020 nM (n=24, Figura 30B).
Quando il test veniva effettuato su cellule co-esprimenti KCNT1-R356W+MI1R, ¢ stata osservata una
significativa riduzione della corrente inibita (57.9£2.3%; n=11; p<0.05 vs KCNT1+MI1R; Figura
30A), senza variazioni significative di ICso (60£10 nM; n=26; p>0.05; Figura 30B). Come controllo,
non ¢ stato misurato alcun effetto significativo quando 1’0Oxo-M (10 uM) ¢ stata perfusa su cellule
che esprimevano solo subunita KCNT1 WT (le correnti massime a +60 mV erano 312.6+£71.0 pA o
276.5£61,9 pA nella soluzione di controllo o dopo esposizione a 10 pM Oxo0-M, rispettivamente; n=

12-14; p>0.05), escludendo cosi un effetto di blocco diretto indotto da Oxo-M sulle correnti KCNT1.
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Figura 30. Studio degli effetti prodotti dell’Oxo-M su cellule esprimenti KCNT1+M1R o
KCNT1+R356W+MI1R. A) Tracce di corrente espresse dai canali indicati, secondo il protocollo
riportato in basso, in soluzione controllo (C) e dopo 2°-3’ di esposizione a 10 pM Oxo0-M (in blu). B)
Quantificazione della corrente residua espressa dai canali indicati dopo la perfusione di Oxo-M (10
uM; * = p<0.05 vs KCNTI, # = p<0.05 vs KCNT1+MI1R). C) curve concentrazione-risposta
dell’effetto di inibizione indotto da Oxo-M (0.001-10 uM) sulle correnti espresse dai canali indicati
(*= p<0.05 vs la stessa concentrazione in KCNTI+MI1R).

~ 85 ~



4.2 Studio delle proprieta funzionali e della sensibilita farmacologica di canali KCNB1 wild-
type o incorporanti ciascuna variante in studio

4.2.1 Ingegnerizzazione dei plasmidi incorporanti ciascuna variante in studio

Per studiare le dieci varianti (L35P, E180G, 1204Tfs*38, R306C, R312C, R312H, V349F, W369%*,
Y380C e 1412T) in KCNBI1 identificate in pazienti, sono state allestite delle reazioni di PCR, come
descritto nella sezione Materiali e Metodi. Queste sono state poi usate per trasformare cellule
batteriche competenti che, acquisivano la capacita di crescere su terreno selettivo (in questo caso,
addizionato con ampicillina). Alcuni dei cloni sono stati, quindi, amplificati su piccola scala per
valutare la presenza di ciascuna mutazione desiderata. Per ciascuna variante sono state selezionate 6
colonie, ad eccezione della variante R312H per cui sono state selezionate 12 colonie. Il
corrispondente DNA plasmidico ¢ stato digerito con I’enzima EcoRI, in grado di formare tre

frammenti, come dettagliato in Figura 31.

Posizione del
Grandezza del

Enzima di sito di
frammento
restrizione restrizione bp)
P
(bp)
910 959
EcoRI 4490 3580
9086 4596

Figura 31. Analisi del plasmide codificante per KCNBI1. Analisi dei frammenti attesi, del plasmide
utilizzato per 1 canali KCNBI, in seguito al taglio con I’enzima di restrizione EcoRI.

Tutte le digestioni sono state allestite utilizzando le seguenti condizioni:

Templato H20 EcoRI NEB2 Volume finale
(D) (nD) (nD) (D) (nD)
KCNB1 WT
5 8.25 0.25 1.5 15

(100 ng/pl)

KCNBI* (13 (13 (13 (13 (13

*= DNA plasmidico (potenzialmente) incorporante le varianti L35P, E180G, 1204Tfs*38,
R306C, R312C, R312H, V349F, W369*, Y380C o 1412T
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Per la variante L35P I’avvenuta digestione ¢ stata valutata confrontando il campione KCNB1 WT
sottoposto a restrizione con un’eguale quantita non digerita. Il peso dei frammenti ottenuti in seguito
a digestione enzimatica ¢ stato misurato mediante confronto con il marcatore 1 kbp. Come si evince
dalla Figura 32, la digestione del campione WT produce tre frammenti di peso pari a ~ 1000 bp, ~
3500 bp e ~ 4500 bp. Tutti i campioni hanno mostrato lo stesso pattern di digestione rispetto al
campione WT, producendo dei frammenti della lunghezza attesa, oltre a frammenti di peso maggiore
probabilmente associabili ad una piu elevata concentrazione del DNA plasmidico e quindi ad una
digestione enzimatica non avvenuta completamente; pertanto, tutti i campioni sono stati inviati a
sequenziamento per verificare la presenza della mutazione e 1’assenza di altre non desiderate. A tale
scopo, 1 ul di ciascuna preparazione plasmidica ¢ stata caricata tal quale su gel d’agarosio per valutare

la concentrazione, in riferimento ad un marcatore di massa (A/H, Figura 32B).

KCNB1WT
A (500 ng) KCNB1 L35P/EcoRI 5 pl

- EcoRI CL1 CL2 CL3 CL4 CLS CL6 1Kkbp

KCNB1L35P uncut1 pl
B MH®ME) CL1 CL2 CL3 CL4 CL5 CL6 MH(ng)

~ 3 —

- ———
= = =
—— 3 —_—

o —— 24

L 20

Figura 32. Analisi elettroforetica dei cloni KCNBI1 (putativamente incorporanti la mutazione)
L35P. A) Separazione elettroforetica dei 6 cloni digeriti con EcoRI, confrontati con il marker di peso
molecolare 1 kbp ed al wild-type (WT), digerito con lo stesso enzima o non digerito (-). B)
Separazione elettroforetica dei 6 cloni non digeriti confrontati con il marker quantitativo A/H.
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Dall’analisi degli elettroferogrammi, si evince la presenza della mutazione c.104 T>C, corrispondente

alla mutazione amminoacidica p.L35P, per il clone 1 (Figura 33).

A

_ AL-..L L\L_L. L_Lk SN J‘_‘m“‘
112

96

B r c.104 T>C; p.L35P

G 6 T ¢ € G C | Cc Cc]A A C G T cC G

96 112

Figura 33. Elettroferogrammi dei plasmidi codificanti i canali KCNB1 wild-type o KCNB1
L35P. Porzione (da 96 a 112) degli elettroferogrammi ottenuti dalle reazioni di sequenziamento del
plasmide codificante per il canale KCNB1 wild-type (A) o incorporante la mutazione L35P (B; clone
1 mostrato in figura 32A). In entrambi 1 pannelli il carattere sottolineato indica il residuo su cui cade
la mutazione nucleotidica, mentre il box evidenzia la tripletta nucleotidica incorporante il residuo
amminoacidico mutato.
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Anche per la variante E180G I’avvenuta digestione ¢ stata valutata confrontando il campione KCNBI1
WT sottoposto a restrizione con un’eguale quantita non digerita. Il peso dei frammenti ottenuti in
seguito a digestione enzimatica ¢ stato misurato mediante confronto con il marcatore 1 kbp. Come si
puo osservare dalla Figura 34, la digestione del campione WT ha prodotto i tre frammenti attesi di
peso pari a ~ 1000 bp, ~ 3500 bp e ~ 4500 bp. Tutti 1 campioni hanno mostrato lo stesso pattern di
digestione del campione WT, producendo i frammenti della lunghezza attesa, per cui sono stati tutti
inviati a sequenziamento. A tale scopo, 1 pl di ciascuna preparazione plasmidica ¢ stata caricata tal

quale su gel d’agarosio per valutare la concentrazione, in riferimento ad un marcatore di massa (A/H,

Figura 34B).

KCNB1WT
A (500 ng) KCNB1E180G/EcoRI 5 pl
1kbp _ EcoRI CL1 CL2 CL3 CL4 CL5 CL6

B KCNB1E180G uncut1 pl

MH®MZ CL1 cL2 CL3 CL4 CL5 CL6 AH(ng)

- - » -
--.!:_!:90
RO —

b 2
VR — W —
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Figura 34. Analisi elettroforetica dei cloni KCNBI1 (putativamente incorporanti la mutazione)
E180G. A) Separazione elettroforetica dei 6 cloni digeriti con EcoRI, confrontati con il marker di
peso molecolare 1 kb ed al wild-type (WT), digerito con lo stesso enzima o non digerito (-). B)
Separazione elettroforetica dei 6 cloni non digeriti confrontati con il marker quantitativo A/H.



Dall’analisi degli elettroferogrammi, si evince la presenza della mutazione ¢.539A>G, corrispondente

alla mutazione amminoacidica p.E180G, per il clone 1 (Figura 35).

A r»lzlso
G A G

G G A C Cc T A C T G A A G C C

528 545

B r; ¢.539 A>G; p.E180G

G 6 A C C T A C T G |G G G|lA A G C cC

528 545

Figura 35. Elettroferogrammi dei plasmidi codificanti i canali KCNB1 wild-type o KCNB1
E180G. Porzione (da 528 a 545) degli elettroferogrammi ottenuti dalle reazioni di sequenziamento
del plasmide codificante per il canale KCNB1 wild-type (A) o incorporante la mutazione E180G (B;
clone 1 mostrato in figura 34A). In entrambi 1 pannelli il carattere sottolineato indica il residuo su cui

cade la mutazione nucleotidica, mentre il box evidenzia la tripletta nucleotidica incorporante il
residuo amminoacidico mutato.
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Il plasmide ingegnerizzato dall’azienda Azenta, contenente la variante 1204 Tfs*38, ¢ stato sottoposto
a sequenziamento per verificare la correttezza della mutagenesi. Dall’elettroferogramma si evince la

delezione di 16 nucleotidi (Figura 36A) che causa un cambiamento della cornice di lettura (Figura
36B, 37).

ALSTIALSL.\’TLPELQSL
CTCTCCACCATTGCCCTGTCCCTCAACACG CTGCCTGAGCTACAGAGC CTC
n delezione
601 * c.fs%38; p.1204T 651
BLST,’T: R C L s T R A C
CTCTCCACAlACAl CGCTGCCTGAGC TACAGAGCC TCG
-
601 635

Figura 36. Elettroferogrammi dei plasmidi codificanti i canali KCNB1 wild-type o KCNB1
1204Tfs*38. A) Porzione degli elettroferogrammi (riportata in basso in ciascun elettroferogramma)
ottenuti dalle reazioni di sequenziamento del plasmide codificante per il canale KCNB1 wild-type, in
cui la linea blu tratteggiata indica i nucleotidi deleti. Le linee nere indicano la tripletta che codifica
per I’amminoacido sopra indicato. B) Porzione degli elettroferogrammi ottenuti dalle reazioni di
sequenziamento del plasmide incorporante la mutazione 1204Tfs*38, in cui il box rosso tratteggiato
indicala sostituzione amminoacidica [>T, mentre le linee nere indicano la tripletta che codifica per
I’amminoacido sopra riportato.
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Figura 37. Elettroferogrammi dei plasmidi codificanti i canali KCNB1 wild-type o KCNB1
1204Tfs*38. A) In alto, lettura della sequenza amminoacidica della porzione di elettroferogramma
(riportata in basso) del plasmide KCNB1 wild-type; in basso, shift di lettura degli amminoacidi nel
mutante [204Tfs*38 nella stessa porzione di elettroferogramma. B) In alto, lettura della sequenza
amminoacidica della porzione di elettroferogramma riportata in basso del plasmide KCNB1 wild-
type, in basso, shift di lettura degli amminoacidi nel mutante 1204Tfs*38 nella stessa porzione di
elettroferogramma.
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Similmente anche per la variante R306C I’avvenuta digestione ¢ stata valutata confrontando il
campione KCNB1 WT sottoposto a restrizione con un’eguale quantitd non digerita. Il peso dei
frammenti ottenuti in seguito a digestione enzimatica ¢ stato misurato mediante confronto con il
marcatore 1 kbp. Come si puo notare dalla Figura 38, la digestione del campione WT genera i tre
frammenti attesi di peso pari a ~ 1000 bp, ~ 3500 bp e ~ 4500 bp. Tutti i campioni hanno mostrato lo
stesso pattern di digestione del campione WT, producendo i frammenti della lunghezza attesa, per cui
sono stati tutti inviati a sequenziamento. A tale scopo, 1 pl di ciascuna preparazione plasmidica ¢ stata
caricata tal quale su gel d’agarosio per valutare la concentrazione, in riferimento ad un marcatore di

massa (A/H, Figura 38B).

A KCNB1WT
KCNB1R306C/EcoRI 5 pl (500 ng)

»

CL7 CL8 CL9 CL10CL11 CL12 - EcoRI 1kbp
—d -—

"
et == .

P
-

—
-

-_— <+—1

B KCNB1R306C uncut 1 pl
AMHMmE) (L7 CL8 CLY9 CL10 CL11 CL12 A/H(ng)

T i S - -0

<24
-5

Figura 38. Analisi elettroforetica dei cloni KCNB1 (putativamente incorporanti la mutazione)
R306C. A) Separazione elettroforetica dei 6 cloni digeriti con EcoRI, confrontati con il marker di
peso molecolare 1 kbp ed al wild-type (WT), digerito con lo stesso enzima o non digerito (-). B)
Separazione elettroforetica dei 6 cloni non digeriti confrontati con il marker quantitativo A/H.
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Per quanto riguarda I’analisi degli elettroferogrammi, si evince la presenza della mutazione

c.916C>T, corrispondente alla mutazione amminoacidica p.R306C, per il clone 10 (Figura 39).

A r» R306

c 6 A A T T OCTOC]|JC G Cj]A T Cc Cc T T A A G

‘Il]ltjli‘l‘ AXA AL AAN

907 o 927

B c ¢.916 C>T; p.R306C

c 6 A AT T CT C|JI G CcpA T OC CT T A A G
\
907 927

Figura 39. Elettroferogrammi dei plasmidi codificanti i canali KCNB1 wild-type o KCNB1
R306C. Porzione (da 907 a 927) degli elettroferogrammi ottenuti dalle reazioni di sequenziamento
del plasmide codificante per il canale KCNB1 wild-type (A) o incorporante la mutazione R306C (B;
clone 10 mostrato in figura 38A). In entrambi 1 pannelli il carattere sottolineato indica il residuo su
cui cade la mutazione nucleotidica, mentre il box evidenzia la tripletta nucleotidica incorporante il
residuo amminoacidico mutato.
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Anche per la variante R312C I’avvenuta digestione ¢ stata valutata confrontando il campione KCNB1
WT sottoposto a restrizione con un’eguale quantitd non digerita. Il peso dei frammenti ottenuti in
seguito a digestione enzimatica ¢ stato misurato mediante confronto con il marcatore 1 kbp. Come si
puo notare dalla Figura 40, la digestione del campione WT genera i tre frammenti attesi di peso pari
a ~ 1000 bp, ~ 3500 bp e ~ 4500 bp. Tutti 1 campioni hanno mostrato lo stesso pattern di digestione
del campione WT, producendo i frammenti della lunghezza attesa, per cui sono stati tutti inviati a
sequenziamento. A tale scopo, 1 pl di ciascuna preparazione plasmidica ¢ stata caricata tal quale su

gel d’agarosio per valutare la concentrazione, in riferimento ad un marcatore di massa (A/H, Figura

40B).

A Kfs‘\;]g tgr KCNB1R312C/EcoRIS5 pl
1kbp - EcoRI CL7 ClL8 Cl9 CL10 ClL11 ClL12

KCNB1R312C uncut 1 pul

B >
A/Hng ClL7 ClL8 ClL9 CL10 ClL1l1 ClLl12

Figura 40. Analisi elettroforetica dei cloni KCNB1 (putativamente incorporanti la mutazione)
R312C. A) Separazione elettroforetica dei 6 cloni digeriti con EcoRI, confrontati con il marker di
peso molecolare 1 kb ed al wild-type (WT), digerito con lo stesso enzima o non digerito (-). B)
Separazione elettroforetica dei 6 cloni non digeriti confrontati con il marker quantitativo A/H.
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L’analisi degli elettroferogrammi ha evidenziato la presenza della mutazione ¢.934C>T,

corrispondente alla mutazione amminoacidica p.R312C, per il clone 12 (Figura 41).

rR.’}ll

AAGCTT GCAICG(CC ACTCCACTAG

1060 10E2
¢.934 C=T: p.R312C

AAGC TTGCA|ITGCICACTCCACTAG

ﬂ

1y L)

Figura 41. Elettroferogrammi dei plasmidi codificanti i canali KCNB1 wild-type o KCNB1
R312C. Porzione (da 1060 a 1082) degli elettroferogrammi ottenuti dalle reazioni di sequenziamento
del plasmide codificante per il canale KCNB1 wild-type (A) o incorporante la mutazione R312C (B;
clone 12 mostrato in figura 40A). In entrambi 1 pannelli il carattere sottolineato indica il residuo su

cui cade la mutazione nucleotidica, mentre il box evidenzia la tripletta nucleotidica incorporante il
residuo amminoacidico mutato.
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Come la precedente, anche per la variante R312H I’avvenuta digestione ¢ stata valutata confrontando
il campione KCNB1 WT sottoposto a restrizione con un’eguale quantita non digerita. Il peso dei
frammenti ottenuti in seguito a digestione enzimatica ¢ stato misurato mediante confronto con il
marcatore 1 kbp. Come si puo notare dalla Figura 42, la digestione del campione WT genera i tre
frammenti attesi di peso pari a ~ 1000 bp, ~ 3500 bp e ~ 4500 bp. Tutti i campioni hanno mostrato lo
stesso pattern di digestione del campione WT, producendo i frammenti della lunghezza attesa, per cui
sono stati tutti inviati a sequenziamento. A tale scopo, 1 pl di ciascuna preparazione plasmidica ¢ stata
caricata tal quale su gel d’agarosio per valutare la concentrazione, in riferimento ad un marcatore di

massa (A/H, Figura 42B).

A KCNB1
WT
(500 ng) KCNB1R312H/EcoRI5 pl
| >
1kbp EcoRI - 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1—»

B A/H KCNB1R312Huncut 1 pl .

ng 3 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

90

L o p——
63*_--—---‘------
24P
20,

Figura 42. Analisi elettroforetica dei cloni KCNB1 (putativamente incorporanti la mutazione)
R312H. A) Separazione elettroforetica dei 12 cloni digeriti con EcoRI, confrontati con il marker di
peso molecolare 1 kb ed al wild-type (WT), digerito con lo stesso enzima o non digerito (-). B)
Separazione elettroforetica dei 12 cloni non digeriti confrontati con il marker quantitativo A/H.
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L’analisi degli elettroferogrammi ha evidenziato la presenza della mutazione c¢.935G>A,

corrispondente alla mutazione amminoacidica p.R312H, per il clone 6 (Figura 43).

R312
A A.—‘LGCTIGC.—‘L'CQCC:‘LCTCC.—‘LCIG

c935G=A; p.R312ZH

B AAGC TTGCACAC|ICACTCC ACTAG

106D 1082

Figura 43. Elettroferogrammi dei plasmidi codificanti i canali KCNB1 wild-type o KCNB1
R312H. Porzione (da 1060 a 1082) degli elettroferogrammi ottenuti dalle reazioni di sequenziamento
del plasmide codificante per il canale KCNB1 wild-type (A) o incorporante la mutazione R312H (B;
clone 6 mostrato in figura 42A). In entrambi 1 pannelli il carattere sottolineato indica il residuo su cui
cade la mutazione nucleotidica, mentre il box evidenzia la tripletta nucleotidica incorporante il
residuo amminoacidico mutato
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Similmente anche per la variante V349F 1’avvenuta digestione ¢ stata valutata confrontando il
campione KCNB1 WT sottoposto a restrizione con un’eguale quantitd non digerita. Il peso dei
frammenti ottenuti in seguito a digestione enzimatica ¢ stato misurato mediante confronto con il
marcatore 1 kbp. Come si puo notare dalla Figura 44, la digestione del campione WT genera i tre
frammenti attesi di peso pari a ~ 1000 bp, ~ 3500 bp e ~ 4500 bp. Tutti i campioni hanno mostrato lo
stesso pattern di digestione del campione WT, producendo i frammenti della lunghezza attesa, per cui
sono stati tutti inviati a sequenziamento. A tale scopo, 1 pl di ciascuna preparazione plasmidica ¢ stata
caricata tal quale su gel d’agarosio per valutare la concentrazione, in riferimento ad un marcatore di

massa (A/H, Figura 44B).

A KCNB1WT

(500 ng)

KCNB1V349F/EcoRI 5 pl

>
- EcoRI ClL1 ClL2 CL3 (Cl4 CL5 CL6 1kbp

KCNB1V349F uncut 1 pl

Cll CL2 (13 Cl4 C15 Cl.% A/Hng

Figura 44. Analisi elettroforetica dei cloni KCNB1 (putativamente incorporanti la mutazione)
V349F. A) Separazione elettroforetica dei 6 cloni digeriti con EcoRI, confrontati con il marker di
peso molecolare 1 kb ed al wild-type (WT), digerito con lo stesso enzima o non digerito (-). B)
Separazione elettroforetica dei 6 cloni non digeriti confrontati con il marker quantitativo A/H.
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L’analisi degli elettroferogrammi ha evidenziato la presenza della mutazione c¢.1045G>T,

corrispondente alla mutazione amminoacidica p.V349F, per il clone 1 (Figura 45).

A r V349

TC TCCAGCCTITIGICITTCTTTGCT

’1
0o
| M f\ |

273

c.1045 G>T; p.V349F

TC TCCAGCOCT ITCITTCTTTGCT

(\ -r\ \ Hf\

A
252 273

Figura 45. Elettroferogrammi dei plasmidi codificanti i canali KCNB1 wild-type o KCNB1
V349F. Porzione (da 252 a 273) degli elettroferogrammi ottenuti dalle reazioni di sequenziamento
del plasmide codificante per il canale KCNB1 wild-type (A) o incorporante la mutazione V349F (B;
clone 1 mostrato in figura 44A). In entrambi i pannelli il carattere sottolineato indica il residuo su cui

cade la mutazione nucleotidica, mentre il box evidenzia la tripletta nucleotidica incorporante il
residuo amminoacidico mutato.
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Allo stesso modo delle varianti precedenti, anche la correttezza della digestione della variante W369*
¢ stata valutata confrontando il campione KCNB1 WT sottoposto a restrizione con un’eguale quantita
di campione non digerito, ed il peso dei frammenti ottenuti ¢ stato misurato mediante confronto con
il marcatore 1 kbp. La digestione del campione WT ha generato i tre frammenti di peso atteso (di peso
pari a ~ 1000 bp, ~ 3500 bp e ~ 4500 bp). Ad eccezione del clone 14, tutti i campioni hanno mostrato
lo stesso pattern di digestione del campione WT, producendo 1 tre frammenti della lunghezza attesa,
per cui sono stati inviati a sequenziamento. A tale scopo, 1 ul di ciascuna preparazione plasmidica ¢
stata caricata tal quale su gel d’agarosio per valutare la concentrazione, in riferimento ad un marcatore

di massa (A/H, Figura 46B).

KCNB1 WT
A (500 ng) KCNB1 W369*/EcoRI 5 pl
1 kbp - Ecol'u CL13 Cl.14 CL15 CL16 Cl.l7Cl.{8

6

3

1

KCNB1 W369* uncut 1 pl R
B MH@®CLI3 CL14 CL15 CL16 CL17 CL18 MH@g)

=2 ww — S —— — ===e00
pa-4 24
S =20

Figura 46. Analisi elettroforetica dei cloni KCNB1 (putativamente incorporanti la mutazione)
W369*. A) Separazione elettroforetica dei 6 cloni digeriti con EcoRI, confrontati con il marker di
peso molecolare 1 kbp ed al wild-type (WT), digerito con lo stesso enzima o non digerito (-). B)
Separazione elettroforetica dei 6 cloni non digeriti confrontati con il marker quantitativo A/H.
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L’analisi degli elettroferogrammi ha evidenziato la presenza della mutazione c.1107G>A,

corrispondente alla mutazione amminoacidica p.W369*, per il clone 16 (Figura 47).

A V360
T G G

c ¢ T ¢ T T T C T G G G C¢C C A C

——N

1097 1115

B r; ¢.1107 G>A; p.W369*

c ¢c 1T € T T T CJ|IT G AlT G G G C C A C

LS

1097 1115

Figura 47. Elettroferogrammi dei plasmidi codificanti i canali KCNB1 wild-type o KCNB1
W369*. Porzione (da 1097 a 1115) degli elettroferogrammi ottenuti dalle reazioni di sequenziamento
del plasmide codificante per il canale KCNB1 wild-type (A) o incorporante la mutazione W369* (B;
clone 16 mostrato in figura 46A). In entrambi i pannelli il carattere sottolineato indica il residuo su
cui cade la mutazione nucleotidica, mentre il box evidenzia la tripletta nucleotidica incorporante il
residuo amminoacidico mutato.
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Anche per I’ultima variante, Y380C, 1’avvenuta digestione ¢ stata valutata confrontando il campione
KCNBI1 WT sottoposto a restrizione con un’eguale quantita di campione non digerito, ed il peso dei
frammenti ottenuti ¢ stato misurato mediante confronto con il marcatore 1 kbp. La digestione del
campione WT ha generati i tre frammenti di peso atteso (di peso pari a ~ 1000 bp, ~ 3500 bp e ~ 4500
bp). Ad eccezione del clone 21, tutti i campioni hanno mostrato lo stesso pattern di digestione del
campione WT, producendo i tre frammenti della lunghezza attesa, per cui sono stati inviati a
sequenziamento. A tale scopo, 1 pl di ciascuna preparazione plasmidica ¢ stata caricata tal quale su
gel d’agarosio per valutare la concentrazione, in riferimento ad un marcatore di massa (A/H, Figura

48B).

KCNB1WT
KCNB1Y380C/EcoRI S ul (500ng)

A CL19 CL20 C1.21 CL22 CL23CL24 - EcoRI 1Kkbp

KCNB1Y380Cuncut 1 pl

»

AMH () CL19 CL20 CL21 CL22 ClL23 Cl24

.- e G S G
SR T s e
24—

20/'

Figura 48. Analisi elettroforetica dei cloni KCNB1 (putativamente incorporanti la mutazione)
Y380C. A) Separazione elettroforetica dei 6 cloni digeriti con EcoRI, confrontati con il marker di
peso molecolare 1 kb ed al wild-type (WT), digerito con lo stesso enzima o non digerito (-). B)
Separazione elettroforetica dei 6 cloni non digeriti confrontati con il marker quantitativo A/H.
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Dall’analisi degli elettroferogrammi ¢ emersa la presenza della mutazione c.1139 A>G,

corrispondente alla mutazione amminoacidica p.Y380C, per il clone 19 (Figura 49).

A r» Y380

c T 66 T T G G G |T A T|]G G A G A CA T C

1130 | 1149

B r ¢.1139 A>G; p.Y380C

c T ¢ T T G G G |T 6 T| G G A G A CA T cC

“ﬂhhhhh“t“

1130 1149

Figura 49. Elettroferogrammi dei plasmidi codificanti i canali KCNB1 wild-type o KCNB1
Y380C. Porzione (da 1130 a 1149) degli elettroferogrammi ottenuti dalle reazioni di sequenziamento
del plasmide codificante per il canale KCNB1 wild-type (A) o incorporante la mutazione Y380C (B;
clone 19 mostrato in figura 48A). In entrambi 1 pannelli il carattere sottolineato indica il residuo su
cui cade la mutazione nucleotidica, mentre il box evidenzia la tripletta nucleotidica incorporante il
residuo amminoacidico mutato.
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Come le varianti precedenti, anche la correttezza della digestione della variante 1412T ¢ stata valutata
confrontando il campione KCNB1 WT sottoposto a restrizione con un’eguale quantita di campione
non digerito, ed il peso dei frammenti ottenuti ¢ stato misurato mediante confronto con il marcatore
1 kbp. La digestione del campione WT ha generato i tre frammenti di peso atteso (di peso pari a ~
1000 bp, ~ 3500 bp e ~ 4500 bp). Solo i cloni 1, 2 e 3 hanno lo stesso pattern di digestione del
campione WT, producendo i tre frammenti della lunghezza attesa, per cui sono stati inviati a
sequenziamento solo questi 3 cloni. A tale scopo, 1 ul di ciascuna preparazione plasmidica ¢ stata
caricata tal quale su gel d’agarosio per valutare la concentrazione, in riferimento ad un marcatore di

massa (A/H, Figura 50B).

A KCNB1 WT
(100 ng) KCNB1 I412T/EcoRI 5 pl
| >
1 kbp - EcoRI Cl1 Cl12 Cl3 Cl4 Cl5 Cle
(—
e e ) e
3 _p G L — |
1—p S—

KCNB1I412T uncut 1 pl
B » WH
Cll C12 ClL3 Cl4 CL5 CL6 (ng)

A/90

e < 63
- < 24

20

Figura 50. Analisi elettroforetica dei cloni KCNBI1 (putativamente incorporanti la mutazione)
1412T. A) Separazione elettroforetica dei 6 cloni digeriti con EcoRI, confrontati con il marker di peso
molecolare 1 kb ed al wild-type (WT), digerito con lo stesso enzima o non digerito (-). B) Separazione
elettroforetica dei 6 cloni non digeriti confrontati con il marker quantitativo A/H.
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Dall’analisi degli elettroferogrammi ¢ emersa la presenza della mutazione c.1235 T>C,

corrispondente alla mutazione amminoacidica p.1412T, per il clone 1 (Figura 51).

A

r 1412

CCCATCATCIGTCAATAACT

LT

B p S1ST=C pl412T

CCCATU CACC|IGT CAATAACT

i

444 - R 462

Figura 51. Elettroferogrammi dei plasmidi codificanti i canali KCNB1 wild-type o KCNB1
1412T. Porzione (da 444 a 462) degli elettroferogrammi ottenuti dalle reazioni di sequenziamento del
plasmide codificante per il canale KCNB1 wild-type (A) o incorporante la mutazione [1412T (B; clone
1 mostrato in figura 50A). In entrambi 1 pannelli il carattere sottolineato indica il residuo su cui cade

la mutazione nucleotidica, mentre il box evidenzia la tripletta nucleotidica incorporante il residuo
amminoacidico mutato.
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4.2.2 Quantificazione del DNA plasmidico ottenuto mediante ciascuna procedura di maxi-prep

I cloni risultati positivi al sequenziamento, sono stati utilizzati per preparazioni su larga scala (maxi-
prep), successivamente quantizzate mediante lettura spettrofotometrica. I risultati ottenuti per

ciascuna maxi-prep sono riportati in Tabella 11:

Tabella 11. Quantificazione spettrofotometrica dei prodotti di maxi-prep per ciascuna variante

KCNB1-L35P
Concentrazione
pl OD260nm | OD28onm | OD260nm/ OD280nm
(ng/pl)
1 ul 0.0202 | 0.0156 1.3 707
2ul 0.0474 | 0.0317 1.5 829.5
4 ul 0.0616 | 0.0445 1.4 539
Concentrazione finale = 0.8 pg/pl
KCNBI-E180G
Concentrazione
pl OD260nm | OD280nm | OD260nm/ OD280nm
ng/ul
1l 0.0418 | 0.0290 1.4 1463
2ul 0.0869 | 0.0602 1.4 1520.75
4 ul 0.1810 | 0.1200 1.5 1583.75
Concentrazione finale = 1.5 pg/ul
KCNB1-R306C
Concentrazione
pl OD260nm | OD280nm | OD260nm/ OD280nm
ng/pl
1 ul 0.0416 | 0.0304 1.4 1456
2ul 0.0754 | 0.0533 1.4 1319.5
4 ul 0.1547 | 0.1063 1.5 1353.625
Concentrazione finale = 1.4 pg/ul
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KCNB1-R312C

pl OD260nm | OD280onm | OD260nm/ OD280nm Conc(f:;t/i‘ﬁ)z fone
Il 0.0213 0.0134 1.6 745.5
2 ul 0.0459 0.0322 1.4 803.25
4 ul 0.0944 0.0661 1.4 826
Concentrazione finale = 0.8 pg/ul
KCNB1-R312H
Concentrazione
pl OD260nm | OD280nm | OD260nm/ OD280nm ng/ul
Tl 0.0381 0.0262 1.5 1333.5
2ul 0.0865 0.0605 1.4 1513.75
4 ul 0.1863 0.1273 1.5 1630.125
Concentrazione finale = 1.5 pg/pl
KCNB1-V349F
Concentrazione
pl OD260nm | OD28onm | OD260nm/ OD280nm ng/ul
1l 0.0268 0.0182 1.5 938
2 ul 0.0659 0.0436 1.5 1153.25
4 ul 0.1353 0.0819 1.7 183.175

Concentrazione finale = 1.1 pg/pl
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KCNB1-W369*
Concentrazione
ul OD260nm | OD280nm OD260nm/OD280nm
(ng/pl)
1 ul 0.0425 0.0304 1.4 1487.5
2ul 0.0817 0.0564 1.4 1429.75
4 ul 0.1819 0.1180 1.5 1591.625
Concentrazione finale = 1.5 pg/pl
KCNB1-Y380C
Concentrazione
ul OD260nm | OD280nm OD260nm/OD280nm
ng/ul
1pl 0.0260 0.0169 1.5 910
2ul 0.0437 0.0307 1.4 764.75
4 ul 0.0886 0.0608 1.5 775.25
Concentrazione finale = 0.7 pg/pl
KCNBI1-1412T
Concentrazione
pl OD260nm | OD280onm OD2600m/OD280nm
ng/ul
Ll 0.0336 0.0229 1.5 1176
2ul 0.0728 0.0513 1.4 1274
4 ul 0.1415 0.0969 1.5 1238.5
Concentrazione finale = 1.2 pg/ul

Poiché le letture a 260 nm e a 280 nm sono risultate lineari rispetto all’aumento di volume del
campione, si ¢ proceduto al calcolo della ratio, ovvero il rapporto OD260/OD2so ed al calcolo della
concentrazione ottenuta moltiplicando il valore ottenuto per il fattore di diluizione e per 50 (1pug

DNA= 50 OD). Quindi per ottenere la concentrazione finale ¢ stata fatta una media delle

concentrazioni ottenute ai diversi volumi.
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4.2.3 Caratterizzazione funzionale dei canali KCNB1 wild-type o incorporanti ciascuna
variante in studio in configurazione omomerica

Lo studio dei canali KCNB1, wild-type o mutanti, ha previsto sia 1’analisi delle proprieta funzionali
del canale allo stato stazionario che delle misure cinetiche. In particolare, ¢ stato condotto sia uno
studio della fase di attivazione che di deattivazione del canale; al contrario, non ¢ stata studiata la fase
di inattivazione, in quanto nelle nostre condizioni sperimentali la percentuale di corrente inattivante
risulta trascurabile.

Le cellule esprimenti i canali KCNB1 WT producono forti correnti uscenti, con densita massima a
+80 mV pari a 635.9£62.4 pA/pF (n=25): nonostante il protocollo di attivazione prevedeva
depolarizzazioni fino a +120 mV, sono stati considerati i valori di corrente misurati a +80 mV perché
piu riproducibili (spesso i valori a +120 mV risultavano infatti fuori scala). Fittando tali correnti
all’equazione di Boltzmann sono stati ricavati i valori di Vi, e la pendenza della curva (k) che
misuravano -3.1+0.5 mV e 14.8+0.4 mV/efold, rispettivamente (Tabella 12, Figura 52A). Dagli
esperimenti condotti sui canali mutanti € emerso che la variante E180G induce uno spostamento della
voltaggio-dipendenza dell’attivazione verso valori pit negativi (Tabella 12, Figura 52C). Al contrario,
la maggior parte dei canali incorporanti ciascuna delle altre varianti in studio risultano non funzionali,
ad eccezione di quelli incorporanti la variante R312H in cui si osserva una diminuzione della densita
di corrente (Tabella 12, Figura 52A-B), oltre che uno spostamento della voltaggio-dipendenza verso

valori piu positivi (Tabella 12, Figura 52C).
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Figura 52. Analisi funzionale dei canali KCNB1 WT o mutanti in configurazione omomerica.
A) Tracce di corrente rappresentative misurate in cellule CHO non trasfettate (NT), incorporanti
KCNB1 WT o esprimenti i canali incorporanti le varianti indicate in risposta al protocollo di voltaggio
mostrato in figura. B) Quantizzazione della densita di corrente di KCNB1 WT o dei canali indicati
C) Quantificazione della conduttanza di KCNB1 WT (nero), KCNB1 E180G (rosso) o KCNBI1
R312H (viola). *: p<0.05 vs KCNB1 WT
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Per quanto riguarda le cinetiche di attivazione, la tact della variante E180G risulta complessivamente
maggiore rispetto al canale WT con valori significativida -10 a+10 e da +80 a +120 mV per la trast
ed a 0 e +10 mV per la tsLow, mentre per il rapporto tra le ampiezze non risultano differenze
significative rispetto al canale WT, ad eccezione del valore riportato a +90 mV, in cui si osserva un
aumento (Tabella 13, Figura 53A): tali dati indicano un rallentamento dell’attivazione rispetto al
canale WT, ossia effetti LoF indotti dalla variante. Anche per la variante R312H la tact risulta
complessivamente maggiore rispetto al canale WT, con valori significativi da 0 a +50 mV per la trast
eda-10a+50 mV ed a +120 mV per la tsLow; per le ampiezza si osserva un aumento significativo
del loro rapporto rispetto al canale WT ai seguenti potenziali: 0, +60 ¢ da +90 a +120 mV indicando
una cinetica di attivazione piu lenta rispetto ai canali WT (Tabella 13, Figura 53B) e quindi anche in
questo caso effetti LoF indotti dalla variante. Invece, per quanto riguarda le altre varianti in studio
(L35P, 1204 Tfs*38, R306C, R312C, V349F, W369*, Y380C e 1412T) non ¢ stato possibile effettuare

I’analisi delle cinetiche di attivazione o deattivazione poiché risultavano non funzionali.
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Figura 53. Cinetiche di attivazione delle correnti espresse dai canali WT o mutanti. A, B)
Quantizzazione delle cinetiche FAST e SLOW e rapporto delle ampiezze, calcolati a ciascun
potenziale mostrato, per i canali WT (in nero) o incorporanti la variante E180G (in rosso, A) o R312H
(in viola, B). *: p<0.05 vs KCNB1 WT
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Per le cinetiche di deattivazione della variante E180G, la tpeacr risulta significativamente maggiore
nei valori di trast da -120 a -100 mV e 0 mV e minore con valori significativi da -40 a -10 mV,
mentre mostra valori di TsLow maggiori, con valori significativi a -80 e da -60 a +0 mV; per quanto
riguarda il rapporto delle ampiezze, queste risultano significativamente minori da -120 a -80 mV; tali
dati indicano una deattivazione nel complesso piu lenta rispetto al canale WT (Tabella 13, Figura
54A-B) suggerendo un effetto GoF. Invece, la variante R312H mostra una tpeact complessivamente
minore rispetto al canale WT per cui si nota una deattivazione piu rapida rispetto ad esso, con valori
significativi da -120 a 0 mV per la trast € valori significativi da -90 a -20 mV per quanto riguarda la
tsow; il rapporto delle ampiezze, invece, risulta maggiore rispetto al canale WT, con valori

significativi a -110, -90, -80, da -50 a 0 mV, con conseguenti effetti LoF (Tabella 13, Figura 54A-C).
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Figura 54. Cinetiche di deattivazione delle correnti espresse dai canali WT o mutanti. A) Tracce
di corrente rappresentative misurate in cellule CHO esprimenti i canali indicati in risposta al
protocollo di voltaggio mostrato in figura. B, C) Quantificazione delle cinetiche FAST e SLOW e
rapporto delle ampiezze, calcolati a ciascun potenziale mostrato, dei canali WT o incorporanti la
variante E180G (B) o R312H (C). *: p<0.05 vs KCNB1 WT



Complessivamente considerando tutti 1 dati funzionali ricavati, questi suggeriscono che la variante
E180G induce per lo piu effetti di guadagno di funzione (GoF) se comparata al canale WT, sebbene
il rallentamento della cinetica di attivazione del canale ¢ indicativo di un effetto di perdita di funzione
(LoF). Al contrario, per la variante R312H, tutti i dati funzionali indicano effetti LoF rispetto al canale
WT. Le proprieta biofisiche dei canali WT o incorporanti ciascuna delle varianti in studio sono

riportati nelle seguenti Tabelle:
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ciascuna variante.

Tabella 12. Proprieta allo stato stazionario delle correnti espresse dai canali WT o incorporanti

CANALE . Densita di corrente a Vie (mV) k

+80 mV (pA/pF) (mV/efold)

KCNB1 WT 25 635.91+62.4 -3.1+0.5 14.8+0.4
KCNB1 L35P 8 5.2+1.8* / /

KCNB1 E180G ) 856.5+220 -36.3+0.6 8.3+0.5
KCNB1 11e204Thrfs*38 8 3.1+0.8* / /
KCNB1 R306C 10 12.7+4.0* / /
KCNB1 R312C 6 71.7+1.4* / /

KCNB1 R312H 12 453.7+37.1 33.1+0.8 20.4+0.7
KCNB1 V349F 11 7.5%£2.7* / /
KCNB1 W369* 7 10.7+0.6* / /
KCNB1 Y380C 7 5.3+0.1* / /
KCNB1 1412T 8 5.7£1.3* / /

* = p<0.05 vs KCNB1 WT

Tabella 13. Proprieta cinetiche delle correnti espresse dai canali WT o incorporanti ciascuna
variante

ACTIVATION DEACTIVATION
Ampiezza .
CANALE TFAST TSLOW TeAsT TsLow Ampiezza
a+0mv a-50 mV A
a+1l0 mv a+10 mv
a0mV(ms) | a0mV (ms) | rast/(Arast
(ms) (ms) Arast/ (A A
+AsLow)
FasT +A sLow)

KCNB1 WT 3.5+0.7 13.746.2 0.68+0.14 20.2+1.6 78.8+6.5 0.66+0.03
KCNB1 E180G 7.0+0.8* 43.0+10.6* 0.98+0.01* 9.043.2* 133.7+£20.9* 0.11+0.10*
KCNB1 R312H 11.0+3.2* 38.8+7.4* 1.04+0.03* 9.4+0.5* 44.442* 0.87+0.02*

* = p<0.05 vs KCNB1 WT
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4.2.4 Sensibilita farmacologica dei canali KCNB1 wild-type o incorporanti ciascuna variante in
studio in configurazione omomerica

Alla luce dei risultati funzionali ottenuti, appare chiaro che la variante E180G causa prevalentemente
effetti GoF rispetto al canale WT, mentre la variante R312H induce effetti Lof. Pertanto, sono stati
condotti esperimenti di sensibilita farmacologica per valutare la possibilita di revertire tali effetti
mediante I’esposizione a specifici modulatori. In particolare, per revertire gli effetti GoF, ¢ stato
testato come bloccante il farmaco antidepressivo Fluoxetina (50 uM). Tale farmaco ¢ stato scelto sulla
base di alcuni recenti lavori in cui si evidenzia come la Fluoxetina agisca come bloccante su diversi
canali del potassio (Ambrosino et al., 2023, Soldovieri et al., 2023; Cioclu et al., 2023, Trivisano et
al., 2025), tra cui anche KCNB1 WT (Wang et al., 2020).

Al contrario, per revertire gli effetti LoF indotti dalla variante R312H, ¢ stato testato il farmaco
antidiabetico Metformina (10 uM); tale farmaco ¢ stato scelto poiché ¢ noto che I’enzima AMP-
chinasi, il principale target della metformina, ¢ in grado di aumentare le correnti espresse dai canali
KCNBI (Ikematsu et al., 2011).

Come mostrato in figura 55A, I’esposizione a 50 uM Fluoxetina di cellule esprimenti il canale
KCNBI1 WT produce un blocco della corrente pari all’88.2+3.2 % (n=6). Quando esposte a 50 uM
Fluoxetina, anche le cellule esprimenti il mutante E180G subiscono un blocco delle correnti pari a
94.6+1.7 % (n=5), indicando che tale farmaco ¢ efficace nel bloccare le correnti uscenti dei canali
KCNB1 WT o incorporanti la variante E180G. Come alternativa alla FLX, si ¢ deciso di testare anche
10 uM Cannabidiolo (CBD), poiché¢ dalla letteratura (Sayehmiri et al., 2025) si evince che sia in grado
di bloccare le correnti espresse dai canali KCNBI1: quando perfuso in cellule esprimenti KCNB1 WT
o E180G si osservava un blocco delle correnti espresse del 94.9+1.7% (n=8) o dell’83.2+2.6 (n=4,
p<0.05 Figura 55), rispettivamente; tali dati suggeriscono che entrambi 1 farmaci rappresentano una
putativa terapia personalizzata per 1 pazienti affetti da DEE portatori di tale variante.

In figura 56 si puo osservare come invece ’esposizione a 10 pM metformina induca un aumento delle
correnti espresse dai canali KCNB1 WT pari al 17.44+1.4% (n=15). Questa attivazione delle correnti
si osserva anche nelle cellule esprimenti il canale incorporante la variante R312H dopo esposizione
alla stessa concentrazione di metformina, ed ¢ pari al 37.8+8.2% (n=4). Pertanto, la metformina risulta
efficace nell’attivare le correnti espresse dai canali KCNB1 WT o R312H, con un effetto maggiore
sui canali incorporanti tale variante; dai dati in vitro MET sembrerebbe rappresentare una possibile

terapia personalizzata per il probando portatore di tale variante.
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Figura 55. Proprieta farmacologiche dei canali KCNB1 WT o mutanti. A) A sinistra, tracce di
corrente espresse dal canale KCNB1 WT in soluzione controllo (CTL), dopo 2°-3” di esposizione a
50 uM FLX (in blu) o dopo washout (W), a destra percentuale di inibizione della corrente espressa a
+40 mV dai canali indicati. B) A sinistra, tracce di corrente espresse dal canale KCNB1 WT in
soluzione controllo (C), dopo 2°-3 di esposizione a 10 puM CBD (in rosso) o dopo washout (W), a
destra percentuale di inibizione della corrente espressa a +40 mV dai canali indicati. * = p<0.05 vs
KCNT1 WT.

~ 119 ~



KCNB1 R312H

50 »
*
€ MET 10 pM €«MET10pM  Z 2
<« CTL o407
e i3
$E01
s &
£8 207
ERa
w =
g5 104
|soopa L il
200ms I SE 0
o 40 s KCNB1 R312H

S| 80 _— L

Figura 56. Proprieta farmacologiche dei canali KCNB1 WT o mutanti. A sinistra, tracce di
corrente espresse dal canale KCNB1 WT o incorporanti la variante R312H in soluzione controllo
(CTL), dopo 2’-3’ di esposizione a 10 uM MET (in verde) o dopo washout (W), a destra percentuale
di inibizione della corrente espressa a 0 0 +40 mV dai canali indicati. * = p<0.05 vs KCNT1 WT.
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4.2.5 Identificazione del rapporto di trasfezione appropriato per gli studi funzionali in
configurazione eteromerica delle varianti LoF identificate nei canali KCNB1

Tutte le varianti in studio sono state identificate nei pazienti in condizioni di eterozigosi pertanto, allo
scopo di stabilire se tali varianti LoF avessero anche effetti di dominanza negativa sulla funzionalita
delle subunita wild-type, si ¢ proceduto ad esprimere i plasmidi KCNB1 wild-type insieme ad un

plasmide vuoto (pcDNA3) a diversi rapporti di trasfezione (riportati nella Tabella 14), in cellule CHO:

Tabella 14. Rapporti di trasfezione per i plasmidi KCNB1 WT+pcDNA3+EGFP

cDNA (rapporti di trasfezione) ng
KCNB1+pcDNAS3 (1:1)+EGFP 1.8+1.8+0.4

KCNB1+pcDNAS3 (1:10)+EGFP 0.33+3.27+0.4
KCNB1+pcDNA3 (1:20)+EGFP 0.17+3.43+0.4
KCNB1+pcDNAS3 (1:40)+EGFP 0.09+3.51+0.4
KCNB1+pcDNAS3 (1:80)+EGFP 0.04+3.56+0.4
KCNB1+pcDNA3 (1:160)+EGFP 0.022+3.57+0.4
KCNB1+pcDNA3 (1:320)+EGFP 0.011+3.59+0.4
KCNB1+pcDNA3 (1:640)+EGFP 0.006+3.59+0.4
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Le correnti espresse da CHO trasfettate con diversi rapporti di trasfezione hanno mostrato le densita

di corrente (Figura 57) riportate nella seguente tabella:

Tabella 15: Densita di corrente espressa dai canali KCNB1 wild-type co-espressi con pcDNA3

nei rapporti di trasfezione indicati

cDNA (rapporti di trasfezione) | n | Densita di corrente (pA/pF)
KCNB1+pcDNA3 (1:1)+EGFP | 22 617.8+68.1
KCNB1+pcDNA3 (1:10)+EGFP | 3 545+159.1
KCNB1+pcDNA3 (1:20)+EGFP | 3 1184.7+£190.4
KCNB1+pcDNA3 (1:40) +EGFP | 12 594+148.6
KCNB1+pcDNA3 (1:80)+EGFP | 21 373.2£79.3
KCNB1+pcDNA3 (1:160)+EGFP | 46 344.4+31.6
KCNB1+pcDNA3 (1:320)+EGFP | 37 206.9+31.5*
KCNB1+pcDNA3 (1:640)+EGFP | 14 310+82.1
*= p<0.05 vs KCNB1+pcDNA3 (1:160) +EGFP
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Figura 57. Densita di corrente misurata in cellule trasfettate con diverse quantita del plasmide
codificante per i canali KCNB1 wild-type. Quantificazione della densita di corrente espressa dai
canali indicati nei rapporti di trasfezione riportati € misurati tramite protocollo di attivazione, riportato
nella sezione materiali e metodi, e misurando la densita di corrente come spiegato nella stessa sezione.
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Come riportato, solo le cellule trasfettate con 0.011 pg di cDNA mostravano una diminuzione lineare

della densita di corrente rispetto quelle trasfettate con 0.022 ug di cDNA: pertanto, queste condizioni

sperimentali sono state scelte per indagare I’eventuale effetto di dominanza negativa delle varianti

LoF sul canale wild-type; pertanto, i plasmidi che codificano per i canali wild-type o mutanti sono

stati co-trasfettati (ovvero il cDNA trasfettato era diviso in eguali quantita tra wild-type e mutante)

transientemente in cellule CHO usando le seguenti condizioni sperimentali:

Opti-
DNA plasmidico Opti- Mix '\é';'\c:'
i *
Campione (KCNB1*+ EGFP, ug) I\/(IEII)\/I Lipo™(ul) 30
H minuti
(ml)
KCNB1 WT + pcDNA3+EGFP 0.011+3.58+0.4 « « «

KCNB1WT+KCNB1#+pcDNA3+EGFP 0.011+0.011+3.57+ 0.4 “

(13

*KCNB1 WT o mutante

campione
# mutante

**L_a mix Lipo é stata preparata con 5 gl di Lipofectamina + 250 ul di Opti-MEM per ogni

Per gli esperimenti di elettrofisiologia sui canali eteromerici sono state utilizzate come controllo le

cellule trasfettate con 0.011 pug di cDNA codificante per il canale wild-type.
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4.2.6 Caratterizzazione funzionale dei canali KCNB1 wild-type o incorporanti ciascuna
variante in studio in configurazione eteromerica

Al fine di riprodurre il bilancio genico dei probandi e di stabilire se le varianti LoF inducano anche
dominanza negativa andando ad inficiare la funzionalita dei canali KCNB1 WT, questi ultimi sono
stati co-trasfettati con una stessa quantita di canale mutate per ciascuna variante in studio
(0.011+0.011) pg.

In tali condizioni sperimentali, 1 canali KCNB1 wild-type producono correnti uscenti con densita
massima a +80 mV pari a 197.8+£25.4 pA/pF (n=51; p<0.05 vs KCNB1 3.6 pg). Fittando tali correnti
all’equazione di Boltzmann sono stati ricavati i valori di Vi e la pendenza della curva (k) che
misuravano 5.25+0.8 mV e 15.0+0.6 mV/efold, rispettivamente (Tabella 14, Figura 58 A-B).

Per quanto riguarda la variante identificata come GoF (E180G), in configurazione eteromerica non
mostra differenze significative rispetto al controllo in termini di densita di corrente (Tabella 16, Figura
58) e voltaggio-dipendenza dell’attivazione (Tabella 16, Figura 58). Per le varianti LoF, tre (R306C,
R312H e Y380C) hanno mostrato effetti di dominanza negativa quando co-espresse con il canale
wild-type, esprimendo correnti significativamente minori rispetto al controllo (Tabella 16, Figura 58);
inoltre, mentre due di esse (R306C e Y380C) non mostrano differenze significative nella voltaggio-
dipendenza dell’attivazione, la variante R312H mostra un significativo spostamento della voltaggio-
dipendenza dell’attivazione verso potenziali piu positivi intermedio rispetto a quello prodotto dai
canali omomerici (Tabella 16, Figura 59). Per quanto riguarda le altre varianti LoF (L35P,
1204Tfs*38, R312C, V349F, W369* e 1412T), la loro fuzionalitd viene parzialmente recuperata
quando espresse in configurazione eteromerica con subunita WT, per cui il meccanismo patogenico

sembrerebbe essere 1’aploinsufficienza (Tabella 16, Figura 58).
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KCNB1 KCNB1 KCNB1+135P
(0.022 pig) (0.011 pig) (0.011+0.011 pg)

KCNB1+E180G KCNB1+1204Tfs*38 KCNB1+R306C
(0.011+0.011 pg) (0.011+0.011 pig) (0.011+0.011 pg)

KCNB1+R312C KCNB1+R312H KCNB1+V349F
(0.011+0.011 p1g) (0.011+0.011 pg) (0.011+0.011 pg)

=

f,_._—l ,
KCNB1+W369* KCNB1+Y380C KCNB1+1412T
(0.011+0.011 pg) (0.011+0.011 pg) (0.011+0.011 pg)
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Densita di corrente massima
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0.022 0.011 L35P E180G [I204T R306C R312C R31ZH V349F W369* Y380C I412T
fs*38

KCNBL, pg +KCNBI (0.011+0.011) pg

Figura 58. Analisi funzionale dei canali KCNB1 WT o mutanti in configurazione eteromerica.
A) Tracce di corrente rappresentative misurate in cellule CHO incorporanti KCNBI1, oppure
esprimenti 1 canali indicati in configurazione eteromerica, in risposta al protocollo di voltaggio
mostrato in figura; la traccia blu indica la corrente espressa a 0 mV. B) Quantificazione della densita
di corrente di KCNBI1 o dei canali indicati in configurazione eteromerica. * = p<0.05 vs KCNB1 WT
0.022 pg; **= p<0.05 vs KCNB1 WT 0.011 pg
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Figura 59. Quantificazione della conduttanza. Confronto tra la voltaggio-dipendenza misurata nei
canali indicati. *p<0.05 vs KCNB1 WT-+pcDNA3.
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Tabella 16. Proprieta biofisiche dei canali WT o incorporanti ciascuna variante in
configurazione eteromerica.

CANALE (ug utilizzati) n | Dersiads ESX,':;E; (\n:l\/j) (mw:fol 0
KCNBL (0.022) 26 356.6+32.1 1.07+0.4 12.1+0.4
KCNBL (0.011) 15 197.8+25.4 5.25£0.8 15.040.6
KCNB1+L35P 12 180.6+51.4 -0.80.9 12.7+0.8
(0.011+0.011)

KCNIB(%)TOIElle%-OOC.;O+1plc)DNA3 37 222.4+30.7 7.4+0.6 15.3+0.5

KCNB1+ II(?gﬂfgfgﬁ? PCDNA3 | g 127.2+36.3 6.0£2.0 15617
KCNB%JOFﬁ‘i%?O*l%CDNM 4 16.28.9* 1.8+15 15.6+1.3
N ottsootn e 19 231.1+42.8 3.040.7 14.240.6
KCNB%&S%%‘_*OE%CDNA?’ 9 88.4:+34.2* 16.2+2.4% 21.142.1*
KCNB(la()\iij%'_:JlFl’)CDNA3 11 131.5+40.7 2.420.7 12.5+0.6
KCNB%Ofa’l’fng’l%CDNAs 17 129.8+29.4 1.0£0.8 12.90.7
KCNB%&&?&%‘E%‘:DNAE‘ 12 84.9429.1* 5.9+0.8 13.21%0.7
KCN B(%fo'l“llfgglplgDNA?’ 15 142.1+39.7 0.1:0.6 13.420.5

*: p<0.05 vs KCNB1 0.011 pg
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Per quanto riguarda le cinetiche di attivazione, si puo notare che la variante E180G mostra una tacr
maggiore nella trast con valori significativi a -20 e da +10 a +30 mV, mentre per la tsLow mostra
valori maggiori a +20 mV e minori da +70 a +100 mV; per il rapporto delle ampiezze, si puo notare
che queste non differiscono dal controllo (ad eccezione del valore a +40 mV che risulta maggiore nel
mutante rispetto al WT); complessivamente tali dati mostrano che la variante E180G in
configurazione eteromerica, ha un’attivazione piu lenta rispetto al controllo, indicando effetti LoF
(Figura 60), confermando quanto gia ossservato nelle cinetiche di attivazione dei canali omomerici
incorporanti tale variante. Per quanto riguarda la variante R312H, questa mostra valori di Trast
significativamente minori rispetto al controllo da +50 a +120 mV, e valori di tsLow significativamente
maggiori rispetto al controllo solo ai potenziali di 0 e +20 mV; poiché i rapporti delle ampiezze, che
sono complessivamente maggiori con valori significativia 0 mV e da +90 a +120 mV, hanno valori
intono a 1 indicando una dominanza della cinetica FAST rispetto alla SLOW, tali dati indicano una
cinetica di attivazione complessivamente piu veloce a partire da +50 mV rispetto ai canali WT (Figura
61), tali dati risultano in contrasto con quanto osservato nei canali omomerici incorporanti tale
variante, che mostravano, invece, una cinetica di attivazione significativamente piu lenta. Per i canali
incorporanti le varianti L35P, 1204Tfs*38, W369* e Y380C si osservano nel complesso cinetiche di
attivazione maggiori rispetto ai canali WT (con valori significativi a determinati potenziali come
mostrato nelle Figure 60-62), indicando un’attivazione piu lenta dei canali eteromerici incorporanti
tali varianti, confermandone gli effetti LoF. Mentre, per la variante R312C si osservano differenze
significative a determinati potenziali nei rapporti delle ampiezze (minori a 0 e 20 mV e maggiori da
+90 a +120 mV, Figura 61), indicando una iniziale dominanza della componente SLOW, ovvero un
rallentamento della cinetica di attivazione, ed una successiva dominanza della componente FAST (da
~50 mV) indicando un’accelerazione dell’attivazione, tali dati suggeriscono una cinetica di
attivazione nel complesso piu rapida rispetto ai canali WT. Per la variante V349F, si osserva una trasrt
simile ai canali WT, e una tsLow in cui vi ¢ un solo valore maggiore (a +60 mV) rispetto al WT;
invece, dai rapporti delle ampiezze si puo notare che a +20 e a +30 mV vi sia un contributo maggiore
della componente SLOW, poiché tali valori sono significativamente minori rispetto al WT, mentre a
+60, +90 e +110 mV vi sia un maggiore contributo della componente FAST, complessivamente si
puo affermare che per tale variante si osserva una cinetica di attivazione piu lentada 0 a ~ +50 mV e
piu rapida da ~ +60 a +120 mV (Figura 61). Osservando 1 dati ottenuti per i canali eteromerici
incorporanti la variante 1412T, benchée vi sono valori di TsLow maggiori rispetto al WT a determinati
potenziali (+60 e +70 mV), il rapporto delle ampiezze che € pari a ~1, indica una maggiore contributo

della componente FAST rispetto alla SLOW, che pero non mostra differenze significative rispetto ai
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canali WT, indicando che tale variante ha una cinetica di attivazione simile ai canali WT. Infine, per

la variante R306C, che ha mostrato effetti di dominanza negativa rispetto alle subunita WT, non sono

state analizzate le cinetiche di attivazione poiché queste non risultavano misurabili in quanto le

densita di corrente espressa dai canali eteromerici incorporanti tale variante, si dimostrava

estremamente bassa.
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Figura 60. Cinetiche di attivazione dei canali incorporanti le varianti indicate in configurazione
eteromerica. A sinistra, quantizzazione della trast, al centro quantizzazione della tsLow € a destra il
rapporto delle ampiezze, calcolati a ciascun potenziale mostrato, delle tacr dei canali KCNB1 WT
(0.011 pg; in nero) o incorporanti le varianti indicate (colorate) co-espresse con KCNB1 WT (0.011
ug). *: p<0.05 vs KCNB1 WT (0.011 pg).
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Figura 61. Cinetiche di attivazione dei canali incorporanti le varianti indicate in configurazione
eteromerica. A sinistra, quantizzazione della trasT, al centro quantizzazione della tsLow e a destra il
rapporto delle ampiezze, calcolati a ciascun potenziale mostrato, delle tacr dei canali KCNB1 WT

(0.011 pg; in nero) o incorporanti le varianti indicate (colorate) co-espresse con KCNB1 WT (0.011
ug). *: p<0.05 vs KCNB1 WT (0.011 ng).
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Figura 62. Cinetiche di attivazione dei canali incorporanti le varianti indicate in configurazione
eteromerica. A sinistra, quantizzazione della trasT, al centro quantizzazione della tsLow e a destra il
rapporto delle ampiezze, calcolati a ciascun potenziale mostrato, delle tacrt dei canali KCNB1 WT

(0.011 pg; in nero) o incorporanti le varianti indicate (colorate) co-espresse con KCNB1 WT (0.011
ug). *: p<0.05 vs KCNB1 WT (0.011 pg).
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Per quanto riguarda le cinetiche di deattivazione, per la variante E180G, in accordo con quanto
osservato per i canali omomerici, si osservano valori maggiori di trasta -120 € -110 mV e minori da
-30 a 0 mV rispetto al controllo, ma nessuna differenza nella tsiow (fatta eccezione per un unico
valore a -10 mV che risulta maggiore nel mutante rispetto al WT), mentre nel rapporto delle ampiezze
si osservano valori significativamente minori a -90, -80 mV e un valore significativamente maggiore
a -20 mV, suggerendo nel complesso effetti GoF/LoF (o mixed; Figura 63, 64). Per quanto riguarda
la variante R312H, questa mostra nel complesso una deattivazione piu rapida rispetto al controllo
poiché mostra valori di Trast minori a-60, -50 e 0 mV e dei rapporti delle ampiezze significativamente
maggiori a-50 e da-30 a 0 mV indicando una dominanza della componente FAST rispetto alla SLOW,
mentre, non si osservano differenze significatve nella tsLow rispetto al WT; tali dati confermano
quanto gia osservato nei canali omomerici incorporanti tale variante, ovvero un effetto LoF (Figura
63, 65). Invece, per quanto riguarda le varianti L35P, R312C, V349F, W369* ¢ 1412T (Figura 63, 64-
66) si osservano cinetiche di deattivazione complessivamente piu veloci, con valori significativi a
determinati potenziali, sia per le Trast (che risultano minori rispetto al WT come mostrato nelle Figure
64-66) che per le tsLow (R312C e V349F) e ampiezze, indicando effetti LoF di tali varianti. Mentre
per la variante 1204Tfs*38 (Figura 63, 64) si osserva a -120 mV un valore di tsLow maggiore rispetto
al WT, ma nessun’altra differenza significativa per i successivi potenziali e per la Trast, invece, si
osservano valori significativamente maggiori nei rapporti delle ampiezze da -40 a -20 mV; tali dati
indicano nel complesso che tale variante mostra una cinetica di deattivazione piu rapida rispetto a
quella osservata nei canali WT. Anche la variante Y380C (Fiugura 63, 66) mostra nel complesso una
cinetica di deattivzione piu rapida rispetto al WT, poiché si osserva un valore significativamente
maggiore a -80 mV nel rapporto delle ampiezze. Per le stesse ragioni gia chiarite in precedenza, non

sono state misurate le cinetiche di deattivazione per la variante R306C.

~ 133 ~



KCNB1 WT KCNB1 L35P KCNB1 E180G

20 ms [ 40
I | A0
120

KCNB1 1204T1s*38 KCNB1 R312C KCNB1 R312H

(i

KCNB1 V349F KCNB1 W369* KCNB1 Y380C

Figura 63. Tracce di corrente rappresentative delle registrazioni utilizzate per D’analisi
quantitativa delle cinetiche di deattivazione. Le correnti mostrate sono state registrate in cellule
CHO eterologamente esprimenti i canali indicati, in risposta al protocollo di voltaggio mostrato in
figura. In rosso ¢ riportata la traccia di corrente misurata a 0 mV. In figura ¢ mostrata la scala del
tempo nel pannello in alto a sinistra; non € mostrata la scala della corrente, in quanto le tracce sono
state normaalizzate allo stesso valore massimo per confrontare meglio il processo di deattivazione.
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Figura 64. Cinetiche di deattivazione dei canali incorporanti le varianti
configurazione eteromerica. A sinistra, quantizzazione della trast, al centro quantizzazione della
TsLow € a destra il rapporto delle ampiezze, calcolati a ciascun potenziale mostrato, dei canali KCNB1
WT (0.011 pg; in nero) o incorporanti le varianti indicate (colorate) co-espresse con KCNB1 WT
(0.011 pg). *: p<0.05 vs KCNB1 WT (0.011 pg).
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Figura 65. Cinetiche di deattivazione dei canali incorporanti le varianti indicate in
configurazione eteromerica. A sinistra, quantizzazione della trast, al centro quantizzazione della
TsLow € a destra il rapporto delle ampiezze, calcolati a ciascun potenziale mostrato, dei canali KCNBI1
WT (0.011 pg; in nero) o incorporanti le varianti indicate (colorate) co-espresse con KCNB1 WT
(0.011 pg). *: p<0.05 vs KCNB1 WT (0.011 pg).
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Figura 66. Cinetiche di deattivazione dei canali incorporanti le varianti indicate in
configurazione eteromerica. A sinistra, quantizzazione della trast, al centro quantizzazione della
tsLow € a destra il rapporto delle ampiezze, calcolati a ciascun potenziale mostrato, dei canali KCNB1
WT (0.011 pg; in nero) o incorporanti le varianti indicate (colorate) co-espresse con KCNB1 WT
(0.011 pg). *: p<0.05 vs KCNB1 WT (0.011 pg).
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4.2.7 Sensibilita farmacologica dei canali KCNB1 wild-type o incorporanti ciascuna
variante in studio in configurazione eteromerica

Considerato che tutte le varianti in studio sono state identificate in eterozigosi nei pazienti e che
pertanto la configurazione eteromerica del canale ¢ quella fisiologicamente piu attesa, sono stati
condotti ulteriori esperimenti di farmacologia per testare gli effetti dei modulatori gia individuati negli
studi precedenti anche sulle correnti espresse dai canali mutanti in configurazione eteromerica con le
subunita wild-type.

Per quanto riguarda I’antidepressivo fluoxetina, come mostrato in Figura 65, I’esposizione a 50 uM
FLX dei canali WT bloccava il 98.6+0.2% della corrente espressa a +40 mV dai canali KCNB1 wild-
type (n=3); quando testato sui canali eteromerici KCNB1 WT+KCNBI E180G, il farmaco ha
mostrato un effetto di blocco simile (97.4+1.7%, n=6; p>0.05 vs KCNB1 WT). Inoltre, confrontando
le percentuali di inibizione della FLX sui canali WT o mutanti in configurazione omomerica con gli
stessi canali in configurazione eteromerica, ¢ emerso che FLX ha un maggiore effetto di blocco delle
correnti espresse dai canali incorporanti la variante E180G in configurazione eteromerica rispetto a
quelli incorporanti KCNB1 WT in configurazione omomerica.

Per quanto riguarda il CBD, come mostrato in Figura 66, I’esposizione a 10 uM CBD dei canali WT
bloccava il 97.5+£0.2% della corrente espressa a +40 mV dai canali KCNB1 wild-type (n=4); quando
testato sui canali eteromerici KCNB1 WT+KCNB1 E180G, il farmaco ha mostrato un effetto di
blocco significativamente minore (87.8+2.2%, n=5; p<0.05 vs KCNB1 WT), cosi come era stato
osservato per i canali WT o mutanti in configurazione omomerica. I dati ottenuti confermano il
possibile impiego terapeutico di entrambi 1 farmaci in pazienti affetti da DEE portatori della variante

E180G.
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Figura 65. Proprieta farmacologiche dei canali WT o incorporanti la variante E180G in
configurazione eteromerica. A) Tracce di corrente espresse dal canale WT (nero) o mutante (rosso)
entrambi in configurazione eteromerica, in soluzione controllo (CTL), dopo 2°-3’ di esposizione a 50
puM FLX (blu) o dopo washout (W); B) a sinistra, quantificazione della percentuale di inibizione della
corrente espressa a +40 mV dai canali indicati; a destra confronto della percentuale di inibizione della
corrente espressa dai canali indicati in configurazione omomerica o eteromerica. *: p<0.05 vs KCNB1
WT
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Figura 66. Proprieta farmacologiche dei canali WT o incorporanti la variante E180G in
configurazione eteromerica. A) Tracce di corrente espresse dal canale WT (nero) o mutante (rosso)
entrambi in configurazione eteromerica, in soluzione controllo (CTL), dopo 2°-3’ di esposizione a 10
uM CBD (verde) o dopo washout (W); B) a sinistra, quantificazione della percentuale di inibizione
della corrente espressa a +40 mV dai canali indicati; a destra confronto della percentuale di inibizione
della corrente espressa dai canali indicati in configurazione omomerica o eteromerica. *: p<0.05 vs

KCNB1 WT, **: p<0.05 vs KCNB1 WT vs KCNB1+pcDNA3.

Per quanto riguarda D’attivatore metformina, dai dati preliminari (non riportati) ¢ emerso che
I’attivazione delle correnti espresse dalle cellule incorporanti i canali in configurazione eteromerica
KCNB1 WT o incorporanti la variante R312H, ¢ ancora minore rispetto a quella osservata nei canali
in configurazione omomerica: questo ci ha portato ad escludere tale farmaco dal possibile utilizzo
come terapia personalizzata nei pazienti affetti da DEE portatori di tale variante o di altre varianti
LoF. Ulteriori studi sono in corso per individuare farmaci in grado di potenziare maggiormente le

correnti espresse dal canale KCNBI.
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5. DISCUSSIONE

L’epilessia rappresenta un disturbo neurologico ad eziologia eterogenea ed in parte non nota; tuttavia,
negli ultimi decenni I’avvento delle tecniche di sequenziamento di nuova generazione (NGS) ha
rivoluzionato la nostra comprensione della sua eziologia (Vetri et al., 2024), in particolare delle
Encefalopatie Epilettiche e dello Sviluppo (DEE), ossia severe forme di epilessia ad esordio precoce
spesso non responsive ai tradizionali trattamenti antiepilettici (Vasquez et al., 2025), rivelando come
una porzione significativa di queste forme gravi di epilessia sia riconducibile a mutazioni a carico di
canali ionici; tra questi, numerose mutazioni sono state identificate nei geni che codificano per canali
del K* (Zheng et al., 2024). Come analizzato in questo studio, mutazioni a carico di geni codificanti
per i canali KCNT1 o KCNBI1 possono portare ad alterazioni funzionali di queste proteine, sia
attraverso effetti di perdita di funzione (Loss-of-Function, LoF) sia di guadagno di funzione (Gain-
of-Function, GoF). Il meccanismo secondo il quale mutazioni con effetti opposti a carico dello stesso
gene possano portare spesso allo stesso fenotipo rimane ancora oggetto di studio (Niday et al., 2018);
tuttavia, una possibile spiegazione risiede nel fatto che in entrambi i casi si giunge ad un aumento del
firing neuronale o attraverso I’impedimento della corretta ripolarizzazione neuronale di neuroni
eccitatori, o attraverso un’eccessiva iperpolarizzazione di neuroni inibitori (Niday et al., 2018).

Il problema maggiore per i pazienti affetti da DEE ad eziologia genetica ¢ legato all’inefficacia e
tossicita dei trattamenti convenzionali (Vasquez et al., 2025); pertanto, la necessita di nuovi
trattamenti per tali pazienti risulta essere un’emergenza clinica. Lo scopo di questo lavoro di Ricerca
¢ stato quello di caratterizzare gli effetti funzionali di diverse varianti riscontrate in pazienti affetti da
DEE nei geni KCNT1 o KCNBI e di individuare modulatori di tali canali che potessero essere putativi
nuovi trattamenti per tali pazienti sulla base della specifica mutazione riscontrata e dei suoi effetti
funzionali. Tali modulatori sono stati selezionati secondo il drug repurposing, ovvero proponendo
I’utilizzo di farmaci gia approvati in altre patologie. Questa strategia offre diversi vantaggi rispetto
alla sperimentazione di nuovi farmaci, in quanto riduce drasticamente i tempi e i costi dello sviluppo,
considerato che tutte le informazioni relative alla farmacocinetica, sicurezza e tossicita sono gia
disponibili; in tal modo, tale approccio, permette di accelerare 1’accesso a terapie efficaci per
patologie severe come le DEE consentendo di valutare rapidamente 1’efficacia di modulatori gia

clinicamente utilizzati, minimizzando i rischi per i pazienti (Pushpakom et al., 2019).
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5.1 KCNT1

I canali del potassio KCNT1 sono ampiamente espressi nel SNC, in particolare risultano essere molto
presenti nel bulbo olfattivo, nel mesencefalo e nel tronco encefalico (Bhattacharjee et al., 2002), dove
svolgono un ruolo cruciale nella regolazione dell’eccitabilita neuronale, modulando la
ripolarizzazione e la frequenza di scarica dei neuroni, in particolare in quelli inibitori (Gertler et al.,
2022). Mutazioni riscontrate nei canali KCNT1 sono state associate all’insorgenza delle
Encefalopatie Epilettiche e dello Sviluppo (DEE; Bonardi et al., 2021), una grave forma di epilessia
caratterizzata da esordio precoce, abbondante attivita epilettica, disabilita intellettiva e spesso
resistenza ai farmaci antiepilettici tradizionali. Quest’ultima caratteristica manifestata dai pazienti
portatori di varianti nel gene KCNT1 rende I’individuazione di modulatori specifici un’urgenza
clinica. Poiché la quasi totalita delle varianti ad oggi caratterizzate funzionalmente per i canali
KCNT]1 ¢ associata ad effetti GoF (Duan et al., 2025), laricerca di modulatori potenzialmente efficaci
in tali pazienti si ¢ focalizzata sull'identificazione di molecole capaci di inibire efficacemente tali
canali, quali ad esempio gli antiaritmici chinidina e bepridil (Yang et al., 2006). La chinidina,
proposta come prima strategia di medicina di precisione per le epilessie correlate a KCNT1 (Bearden
et al., 2014), ¢ stata oggetto di un’ampia analisi retrospettiva condotta da Fitzgerald e coll. (2019) su
una coorte di 43 pazienti: da tale studio, si evince che, nonostante le premesse teoriche che indicano
la capacita del farmaco di contrastare in vitro gli effetti prodotti da diverse varianti identificate in
KCNT]1, l'efficacia clinica ¢ estremamente eterogenea: infatti, su 20 pazienti trattati solo una
minoranza ha riportato benefici significativi con 6 pazienti che mostravano una riduzione delle crisi
<50%, 2 con riduzione >50%, 2 con riduzione iniziale seguita da seizure-freedom e 1 con assenza
totale di crisi per oltre tre mesi. E degno di nota come tutti i soggetti che hanno raggiunto la completa
remissione delle crisi, seppur transitoria, fossero portatori di mutazioni localizzate nel dominio
RCK2: tale evidenza suggerisce che 1’efficacia della chinidina possa dipendere, non solo dagli effetti
funzionali indotti dalla specifica mutazione, ma anche dalla sua localizzazione all'interno della
proteina. Nonostante il suo accreditamento come alternativa terapeutica per forme refrattarie di
epilessia, 1'uso della chinidina ¢ severamente limitato da criticita farmacocinetiche e di sicurezza: tra
queste, in primo luogo il suo effetto cardiotossico, che puo indurre un prolungamento dell'intervallo
QT, esponendo i pazienti al rischio di aritmie potenzialmente fatali, come la torsione di punta (75ai et
al., 2005); in secondo luogo, la letteratura evidenzia un’efficacia eta-dipendente, in quanto il
trattamento ¢ correlato con una migliore risposta clinica ed un recupero delle funzioni cognitive se
iniziato prima dei 4 anni, mentre nei pazienti piu grandi (>4 anni) l'efficacia decade drasticamente,

verosimilmente a causa dell'instaurarsi di un danno encefalico irreversibile (Abdelnour et al., 20138).

~142 ~



Inoltre, anche nei casi di risposta positiva, il beneficio appare spesso parziale, transitorio e privo di
un impatto determinante sul recupero dello sviluppo psicomotorio. Un ulteriore limite nell’uso clinico
del farmaco ¢ rappresentato dall'elevato tasso di efflusso della chinidina attraverso la barriera
ematoencefalica (Kusuhara et al., 1997; Suzuki et al., 2007), che spesso impedisce il raggiungimento
di concentrazioni terapeutiche cerebrali adeguate prima dell'insorgenza di tossicita. In questo
scenario, il bepridil ¢ emerso come un'alternativa promettente, avendo dimostrato una potenza
inibitoria in vitro 10 volte maggiore rispetto alla chinidina (Yang et al., 2006): studi in vitro condotti
da Rizzo e coll. (2016) sulle varianti GoF KCNT1-G288S e KCNT1-M516V, riscontrate in pazienti
epilettici, hanno confermato la capacita del bepridil di bloccare le correnti dei canali wild-type e
mutanti a concentrazioni minori rispetto a quelle di chinidina, con un effetto maggiore sui canali
mutanti rispetto ai wild-type. Tuttavia, oltre al suo profilo non selettivo sui canali ionici (Gill et al.,
1992), il bepridil ¢ stato associato al prolungamento del QT cardiaco (Gaita et al., 2001): questo
rischio, combinato con la disponibilita di alternative terapeutiche piu sicure, ha reso il profilo
rischio-beneficio del bepridil sfavorevole, per cui molti Paesi hanno proceduto al ritiro dal commercio
di questo farmaco. Parallelamente, il clofilium ¢ stato identificato come un efficace inibitore dei
canali KCNT1 e dell’omologo KCNT2, sebbene con una potenza sovrapponibile a quella della
chinidina (~100 uM), ma ¢ estremamente piu potente nell'inibizione dei canali cardiaci hERG
(ICs0~2.5 nM) e presenta anche una struttura molecolare e un profilo farmacocinetico inadatti a un
farmaco per il SNC (de los Angeles Tejada et al., 2012, Di Matteo et al., 2024); inoltre, ad oggi non
risultano studi che riportino 1’utilizzo del clofilium nel trattamento di pazienti epilettici. Un ulteriore
farmaco testato come bloccante dei canali KCNT ¢ il carvedilolo, utilizzato per patologie del sistema
cardiovascolare per le sue azioni antagoniste sui recettori B-adrenergici (1 e B2) e ai-adrenergici,
determinando una riduzione della frequenza cardiaca, della contrattilita miocardica e vasodilatazione
periferica. Questo farmaco mostra anche un’azione neuroprotettiva grazie alle sue proprieta
antiossidanti che contribuiscono alla protezione contro danni neuronali, apoptosi € inflammazione
(Yue et al., 1992). Uno studio pubblicato nel 2024 ha identificato il carvedilolo come modulatore
farmacologico del canale KCNT1: in questo studio tale farmaco si ¢ dimostrato in grado di revertire
gli effetti di guadagno di funzione indotti dalla variante M267T testati in diversi modelli di
espressione cellulare (in oociti di Xenopus laevis, cellule HEK293T o in neuroni ippocampali murini),
mostrando una maggiore potenza rispetto alla chinidina. Inoltre, nel modello di epilessia indotta da
kainato il carvedilolo ha dimostrato effetti anticonvulsivanti, suggerendo un potenziale beneficio
funzionale in vivo (Di et al., 2024). Questo farmaco quindi agisce come modulatore dei canali ionici,
con possibili applicazioni terapeutiche in ambito cardiaco e neurologico (Cheng et al., 2019); tuttavia,

la sua azione non selettiva su diversi canali del potassio, nonché effetti collaterali come bradicardia,
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ipotensione e rischio di broncospasmo rendono complesso il riposizionamento del farmaco per
pazienti con DEE. Un ulteriore modulatore ad azione bloccante che ¢ stato ampiamente studiato negli
ultimi anni ed approvato come trattamento alternativo per alcune tipologie di epilessie refrattarie
(Sindrome di Dravet, Sindrome di Lennox-Gastaut e Complesso della sclerosi tuberosa; Silvinato et
al., 2022) ¢ il cannabidiolo (CBD), un fitocannabinoide non psicoattivo derivato dalla Cannabis
sativa (Devinsky et al., 2014; Devinsky et al., 2017). In un recente lavoro, ¢ stato dimostrato che il
CBD inibisce in modo diretto le correnti espresse dai canali KCNT1, mostrando un’ICso pari a 5.6
uM per i canali wild-type ed una potenza significativamente maggiore sulle varianti GoF associate a
epilessia R398Q e R928C (ICso =~0.4-0.5 uM). Gli stessi autori hanno esteso 1’analisi a un modello
animale di epilessia correlata a KCNT1 in Drosophila, in cui I’espressione neuronale di varianti
patogeniche in KCNT1 induce un marcato fenotipo convulsivo. In questo contesto, la
somministrazione di CBD ha determinato una significativa riduzione della suscettibilita alle crisi,
mentre diversi farmaci antiepilettici tradizionali non risultavano efficaci, rafforzando I’ipotesi che
I’inibizione funzionale di KCNTI1 tramite CBD rappresenti un meccanismo anticonvulsivante
rilevante in vivo (Hussain et al., 2024). Infine, il CBD ¢ stato somministrato anche a pazienti affetti
da EIMFS portatori di varianti in KCNT1, con risposta clinica eterogenea: infatti, alcuni pazienti
mostrano una riduzione della severita o della frequenza delle crisi, mentre in altri il beneficio ¢
limitato o assente. Sebbene questi dati non consentano ancora di stabilire un’efficacia clinica
definitiva del CBD nelle epilessie correlate a KCNT1, essi risultano coerenti con le evidenze in vitro
(Poisson et al., 2020). Recentemente, anche il farmaco antidepressivo fluoxetina (FLX) ha mostrato
effetti bloccanti sia sulle correnti espresse dai canali KCNT1 (Mosca et al., 2024, Trivisano et al.,
2024) sia su quelle dei canali KCNT2 (Cioclu et al., 2023), oltreché su altri canali del potassio come
KCNA3 (Kv1.3, Soldovieri et al., 2024) e KCNC1 (Kv3.1, Ambrosino et al., 2023). Tale farmaco ¢
un antidepressivo appartenente alla classe degli inibitori selettivi della ricaptazione della serotonina
(SSRI) ed ¢ ampiamente utilizzata nel trattamento della depressione maggiore: grazie al suo profilo
di efficacia e tollerabilita, rappresenta tuttora uno degli SSRI piu prescritti a livello mondiale (Wong
et al., 1995; Stahl, 2013). Dal punto di vista farmacologico, la fluoxetina agisce principalmente
inibendo il trasportatore della serotonina (SERT) a livello della membrana presinaptica, determinando
un aumento delle concentrazioni di serotonina nello spazio sinaptico e un potenziamento quindi della
trasmissione serotoninergica (Owens et al., 2001). Sebbene ben tollerata, la fluoxetina puo indurre
effetti avversi, sia piu frequenti e lievi (nausea, insonnia, cefalea, agitazione, ecc.) che piu gravi, come
la sindrome serotoninergica o tendenze suicide (Stahl, 2013). Inoltre, gia nel 1999 Yeung e coll.
dimostrarono che la fluoxetina era in grado di inibire in maniera significativa le correnti dei canali

del K" voltaggio-dipendenti (Kv) neuronali, rappresentando uno studio pionieristico che ha esteso
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I’analisi a diversi sottotipi di canali come KCNT1. In questo contesto, un recente case report ha
descritto un marcato miglioramento riscontrato in un paziente affetto da epilessia focale
farmacoresistente associata ad una variante GoF in KCNT1 (S937G), in seguito a trattamento con
fluoxetina rivelatosi efficace in vitro nel contrastare I’effetto GoF indotto da tale variante e
supportando, quindi, la rilevanza clinica di tale farmaco (Mosca et al., 2024). Analoghi risultati sono
stati ottenuti in altri 3 pazienti affetti da DEE e portatori di altre 3 diverse varianti (R356W, R398Q e
R474H) in KCNT1 (Trivisano et al., 2024); due di tali varianti (R356W e R398Q), in parallelo ad
una successiva (R428Q), sono state funzionalmente caratterizzate mostrando tutte effetti GoF (in
termini di significativo aumento della densita di corrente e della componente istantanea, ed uno
spostamento significativo della voltaggio-dipendenza dell’attivazione verso potenziali pit negativi).
Tali varianti risultavano localizzate nel dominio C-terminale del canale e, in particolare, due di esse
ricadono nel dominio RCK1 (Regulator of K*Conductance), noto per mediare la sensibilita del canale
agli ioni intracellulari, in particolare al sodio, e a cofattori come il NAD" e il PIP2, regolando quindi
la probabilita di apertura e la cinetica di attivazione del canale. Pertanto, gli effetti GoF osservati per
le 3 varianti in studio potrebbero essere verosimilmente indotti dalla stabilizzazione del canale nello
stato aperto e dalla riduzione della soglia di attivazione dovuta ad un aumento della sensibilita al
sodio o ai cofattori che ne mediano I’attivazione. Inoltre, considerando che il C-terminale ¢ coinvolto
in molte interazioni proteiche e regolazioni post-traduzionali, come fosforilazione (che stabilizza
KCNT1 nello stato aperto; Santi et al., 2006), il legame alla proteina FMRP (che attiva le correnti
espresse da KCNT1; Brown et al., 2010) e Phactr] (che recluta PP1 e promuove la defosforilazione
del canale riducendo la corrente espressa; Fleming et al., 2016), € plausibile ipotizzare che mutazioni
in questo dominio potrebbero alterare simultaneamente piu pathway di modulazione, amplificando
I’effetto GoF e spiegando la severita fenotipica osservata nei pazienti. Alla luce del fatto che tutte le
varianti in studio hanno mostrato effetti GoF rispetto al canale wild-type, si ¢ deciso di condurre degli
esperimenti di sensibilita farmacologica utilizzando come farmaco bloccante la fluoxetina. Da tali
esperimenti € emerso che tale farmaco ¢ in grado di bloccare di ~ 1l 75% le correnti espresse dai canali
KCNT1 sia WT che incorporanti ciascuna delle varianti in studio, mostrando un’azione di blocco
anche maggiore sui canali incorporanti le varianti (in particolare la R356W) rispetto ai canali WT.
Questo fenomeno potrebbe riflettere una preferenza del farmaco per lo stato aperto dei canali o una
maggiore accessibilita dei siti di legame indotta dalle mutazioni, che stabilizzano il canale in
conformazioni piu suscettibili all’inibizione. Tale osservazione suggerisce un meccaniSmo
parzialmente selettivo che potrebbe essere sfruttato in un contesto di medicina personalizzata,
orientando il trattamento sulla base del genotipo del paziente e dell’effetto funzionale della

mutazione. Sulla base dei risultati ottenuti in vitro, la fluoxetina ¢ stata aggiunta alla terapia utilizzata
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nei due pazienti portatori delle varianti R356W e R398Q, riscontrando un’efficacia elevata, seppur
variabile: in particolare, il paziente con la variante R398Q), trattato all’eta di 1.5 anni, ha mostrato la
risposta clinica migliore, con riduzione significativa delle crisi (>75%) e un miglioramento generale
a livello cognitivo, di umore e comportamento, mentre per il paziente portatore della variante R356W,
trattato all’eta di 14 anni, la riduzione della frequenza delle crisi ¢ stata piu modesta (>50%; Trivisano
et al., 2025); pertanto, ¢ ipotizzabile una correlazione tra I’eta di inizio del trattamento e la maggiore
efficacia in vivo della fluoxetina probabilmente perché in pazienti con etd maggiore il danno
neuronale, indotto dall’iperattivita di KCNTI, ¢ in parte gia consolidato al momento dell’inizio della
terapia, che non ¢ in grado di per sé¢ di recuperare tale danno. Oltre alla differenza tra 1 due pazienti
nell’eta di inizio del trattamento, ¢ da sottolineare che la variante R356W induce effetti GoF maggiori
rispetto all’altra variante (R398Q) in termini di spostamento verso sinistra della voltaggio-dipendenza
dell’attivazione e di aumento della componente istantanea: pertanto, si puo ipotizzare che, sebbene il
blocco in vitro da parte della fluoxetina risulti percentualmente simile per tutti i mutanti, il farmaco
ha una maggiore probabilita di ripristinare efficacemente la funzionalita dei canali incorporanti la
variante R398Q in vivo poiché tale variante induce effetti GoF piu lievi. Il farmaco ¢ risultato
generalmente ben tollerato, con effetti avversi lievi e transitori, come vomito e distonia reversibili,
probabilmente correlata ai livelli ematici elevati di fluoxetina, che sono regrediti con la riduzione
della dose. Infatti, i livelli plasmatici di fluoxetina, cosi come quelli dei concomitanti farmaci
antiepilettici, sono stati monitorati periodicamente, mostrando una corrispondenza con le
concentrazioni testate in vitro: infatti, 1 livelli plasmatici risultavano pari a ~310 ng/ml per il paziente
portatore delle variate R356W e ~360 ng/ml per il paziente poratore della variante R398Q,
corrispondente a concentrazioni pari a ~1.0 uM, un valore che rientra nel range delle concentrazioni
efficaci in vitro nel bloccare le correntt KCNT1-mediate. Poiché € noto che la fluoxetina raggiunge
una concentrazione ~10 volte maggiore nel SNC rispetto a quella rilevata a livello ematico (4/tamura
et al., 1994), 1 dati ottenuti confermano che il miglioramento clinico osservato nei pazienti in seguito
al trattamento farmacologico sia in parte legato all’azione del farmaco sulle correnti KCNT1-mediate.
Tuttavia, € ipotizzabile che gli effetti clinici osservati con 1’uso del farmaco siano dovuti anche alla
sua capacita di bloccare anche altri canali del potassio (Wang et al., 2020; Ambrosino et al., 2023,
Soldovieri et al., 2023; Cioclu et al., 2023) e/o ai suoi effetti sulla trasmissione serotoninergica:
infatti, € noto che la fluoxetina puo esercitare effetti antiepilettici indiretti tramite 1’inibizione della
ricaptazione della serotonina, aumentando quindi la concentrazione sinaptica di questo
neurotrasmettitore che, agendo su diversi recettori, modula I’eccitabilita neuronale (Bagdy et al.,

2007). In accordo, studi su modelli animali hanno dimostrato che i farmaci inibitori del re-uptake
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della serotonina e agonisti diretti dei recettori della serotonina riducono la frequenza delle crisi nello
stato epilettico indotto da pilocarpina o da kainato (Vermoesen et al., 2012; Hernandez et al., 2002).
Oltre ai farmaci menzionati, in un recente lavoro di Ricos e coll. (2025) gli autori hanno attuato un
alttro approccio di drug repurposing basato sullo screening in silico di farmaci gia in uso clinico
potenzialmente capaci di legare KCNT1 nel dominio del poro; tra i farmaci piu promettenti sono
emersi: ’antrafenina (un antinfiammatorio non steroideo, FANS), il nelfinavir mesilato ( un
antiretrovirale utilizzato per il trattamento dell’HIV-1), ’atorvastatina (una statina utilizzata per il
trattamento dell’ipercolesterolemia e per la prevenzione cardiovascolare) ed il regorafenib (farmaco
impiegato come antineoplastico). Tali farmaci sono stati testati in vitro sia sui canali KCNT1 wild-
type, sia incorporanti alcune varianti GoF ricorrenti, quali G288S, R398Q e R928C, mostrandosi in
grado di bloccare le correnti espresse sia dai canali wild-type che mutanti, con maggiore potenza per
antrafenina (ICsp ~12-30 nM) e nelfinavir mesilato (ICso ~8-14 nM) rispetto agli altri farmaci. Tali
farmaci, sono stati successivamente testati in un modello di epilessia KCNT1-correlata in Drosophila
melanogaster, dove sia antrafenina (10 - 50 uM) che nelfinavir (5- 25 uM) hanno determinato una
significativa diminuzione delle crisi convulsive, con effetti dose-dipendenti; gli altri composti, al
contrario, non hanno prodotto miglioramenti significativi in vivo. Questo studio conferma che la
combinazione di studi in silico, esperimenti in vitro € in modelli animali possa portare alla scoperta
di nuovi possibili trattamenti per le epilessie KCNTI1-correlate; tuttavia, sebbene Drosophila
rappresenti un modello rapido ed economico oltreché gia utilizzato come modello per 1’epilessia
(Fischer et al., 2023), non puo riprodurre la complessita del SNC umano. Inoltre, tali farmaci non
sono stati testati in pazienti epilettici, per cui non sono note informazioni circa la sicurezza e le
concentrazioni necessarie per ottenere efficacia anche nell’'uomo.

Per superare 1 limiti legati agli effetti collaterali mostrati da tutti 1 farmaci usati nella strategia del
drug repurposing, si rende necessario sviluppare nuove molecole con un profilo farmacologico piu
selettivo e sicuro. A tale proposito, la ricerca si sta sempre piu orientando verso la progettazione de
novo di inibitori selettivi per 1 canali KCNT1 (Cole et al., 2021), capaci di interagire in modo piu
mirato sul canale, superando cosi la scarsa selettivita che caratterizza i composti tradizionali (Qunies
et al., 2023). In questo contesto, il recente lavoro di Iraci e coll. (2024) vede la coniugazione dello
screening virtuale in silico con la sintesi chimica per identificare nuovi inibitori dei canali KCNT,
sfruttando la struttura della chinidina come “modello”, riuscendo ad individuare nuovi inibitori molto
piu potenti della chinidina: in particolare, uno dei composti (CPK20) mostra elevata selettivita, scarsa
azione sui canali hERG, buon profilo metabolico e capacita di bloccare anche varianti GoF
patologiche di KCNTI1, rendendolo un promettente candidato preclinico per epilessie KCNTI-

correlate.
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Nonostante 1 progressi effettuati nella progettazione di nuovi composti, il drug discovery rimane un
processo lungo e complesso, con numerose sfide nella traduzione dei risultati ottenuti in vitro in
trattamenti clinicamente efficaci e sicuri, soprattutto per pazienti pediatrici con epilessie refrattarie.

Oltre alla ricerca di nuovi composti in grado di produrre effetti terapeutici mediante un’azione diretta
sui canali KCNT1, ulteriori studi potrebbero individuare nuovi composti in grado di modulare
I’attivita di tali canali in maniera indiretta, ad esempio mediante la modulazione operata dal PIP> (De
los Angeles Tejada et al., 2012): infatti, quando tale molecola veniva perfusa in oociti esprimenti tale
canale, si osservava un aumento delle correnti KCNTI-mediate, dato poi confermato dalle
registrazioni su singolo canale che hanno mostrato un aumento della probabilita di apertura dei canali
KCNT1 in presenza di PIP,. Sembrerebbe, inoltre, che il PIP, diminuisca la concentrazione di Na*
necessaria ad attivare le correnti KCNT1-mediate (De los Angeles Tejada et al., 2012). In tale lavoro
¢ stato anche comprovato che la sensibilita al PIP; ¢ dovuta all’interazione di quest’ultimo con il
dominio C-terminale del canale: infatti, in presenza delle varianti KCNT1-R337A o K339A si
osservava una riduzione della sensibilita a tale lipide (De los Angeles Tejada et al., 2012). In tale
contesto, nel presente lavoro di Ricerca sono stati condotti esperimenti sui canali KCNT1 incorporanti
la variante R356W (corrispondente alla suddetta variante R337A), riscontrata in un paziente con
DEE, in co-espressione con il recettore M1R utilizzato come modulatore dei livelli di PIP; endogeni:
quando tale recettore veniva stimolato dall’esposizione all’agonista Oxotremorina-M (Oxo0-M), si
osservava una riduzione delle correnti espresse dai canali wild-type o mutanti in maniera dose-
dipendente, con minore efficacia sui canali mutanti rispetto al wild-type, suggerendo che I’inibizione
delle correnti KCNTI1-mediate indotta dall’attivazione del recettore M1 sia significativamente
compromessa in presenza della variante R356W e confermando quindi il ruolo di tale residuo nella
regolazione delle correnti del canale da parte del PIP,. Tuttavia, tale dato risulta in contrasto con
quanto gia riportato in altri studi della letteratura sugli effetti prodotti dall’esposizione dei canali
KCNTT1 all’Oxo0-M, che sembra invece comportarsi da attivatore (Santi et al., 2006): ¢ da sottolineare
che in tale lavoro le condizioni sperimentali usate risultavano diverse in termini di modello cellulare
uato (oociti o0 HEK-293 nei precedenti studi, CHO nel presente studio), soluzioni utilizzate per gli
esperimenti di elettrofisiologia (K-gluconato nella soluzione intracellulare negli studi precedenti, KCl
nel presente studio, oltreché¢ piccole variazioni nella concentrazione dei sali nella soluzione
extracellulare) e tecnica elettrofisiologica utilizzata (configurazione perforated-patch nei precedenti
studi, whole-cell nel presente studio), cosi come risulta diversa la variante del canale utilizzata
(isoforma A umana nel presente studio, isoforma B di ratto negli studi precedenti). Pertanto, per
studiare piu in dettaglio tale modulazione, sara necessario condurre ulteriori esperimenti per verificare

se I’inibizione delle correnti KCNT1 da noi osservata in seguito all’esposizione a Oxo-M sia dovuta
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direttamente alla deplezione di PIP> indotto dalla stimolazione del recettore M1, piuttosto che
all’azione di molecole reclutate piu a valle, quali la proteina AKAP. Tali ipotesi saranno verificate
attraverso altri metodi di modulazione dei livelli di PIP2, come ’utilizzo di chinasi quali la PIP5K (in
grado di aumentare i livelli intracellulari di PIP>) o fosfatasi quali la DrVSP (in grado di diminuire i
livelli intracellulari di PIP2), oppure con esperimenti di immunoprecipitazione, western blot o

elettrofisiologia su cellule co-esprimenti AKAP con i canali KCNT1 WT o mutante.
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5.2 KCNB1

I canali KCNB1 (Kv2.1) sono canali del potassio voltaggio-dipendenti ampiamente espressi nel
Sistema Nervoso Centrale, in particolare nei neuroni glutammatergici della corteccia e
dell’ippocampo (7rimmer, 2015), dove svolgono un ruolo chiave nel controllo dell’eccitabilita
neuronale e nella propagazione dei potenziali d’azione, contribuendo alla soppressione dell’attivita
neuronale intrinseca durante stimolazioni ripetitive ad alta frequenza. Tali canali sono anche espressi
in altri tessuti, dove svolgono ruoli fisiologici cruciali, ad esempio intervenendo nella morte neuronale
programmata e controllano il rilascio di insulina nelle cellule B-pancreatiche (Roe et al., 1996, Pal et
al., 2003). Come gia detto mutazioni in KCNB1 sono associate a DEE. La maggior parte delle varianti
identificate in tale canale e funzionalmente caratterizzate mostra effetti di perdita di funzione (LoF),
con riduzione della densita di corrente, spostamento della voltaggio-dipendenza dell’attivazione
verso potenziali piu positivi e/o alterato trafficking del canale (Torkamani et al., 2014, Saitsu et al.,
2015, de Kvovel et al., 2017; Calhoun et al., 2017; Kang et al., 2019; Xiong et al., 2022). Fenotipi
piu severi sono generalmente legati a mutazioni localizzate nel VSD o nel poro, mentre varianti
tronche nel C-terminale risultano associate a forme piu lievi. L’unica variante sinora caratterizzata
come GoF (P17T; Veale et al, 2022) risulta localizzata all’N-terminale del canale ed ¢ stata
identificata in un paziente che non presenta epilessia. Nel presente studio, sono state individuate dieci
varianti (L35P, E180G, 1204Tfs*38, R306C, R312C, R312H, V349F, W369*, Y380C e 1412T) in
dodici pazienti affetti da DEE, di cui due localizzate all’N-terminale (L35P e E180G), quattro nel
VSD (I204Tfs*38, R306C, R312C e R312H) e le restanti nella regione del poro (V349F, W369%*,
Y380C e I412T). Questa localizzazione conferma largamente quanto riportato in letteratura per altre
varianti, ossia I’occorenza di fenotipi severi in pazienti portatori di varianti localizzate principalmente
nel VSD o nel poro del canale. Inoltre, dagli esperimenti funzionali ¢ emerso che la maggior parte
delle varianti mostra effetti LoF con parziale (R312H) o totale (L35P, 1204Tfs*38, R306C, R312H,
V349F, W369*, Y380C e [1412T) perdita di funzionalita del canale nello stato omomerico. Inoltre, per
riprodurre il bilancio genico eterozigote dei pazienti portatori di varianti nei canali KCNBI e allo
scopo di verificare se le varianti LoF inducessero anche effetti di dominanza negativa rispetto al
canale WT, i canali mutanti sono stati co-espressi con una stessa quantita di canali WT in una
condizione sperimentale che permettesse una riduzione della corrente espressa in maniera lineare
rispetto alla diminuzione della quantita di DNA trasfettato. In tale condizione sperimentale, solo tre
varianti hanno mostrato effetti di dominanza negativa (R306C, R312H e Y380C); tra queste, solo la
variante R312H ha mostrato uno spostamento significativo della voltaggio-dipendenza verso valori

piu positivi, mostrando valori di V12 intermedi nella configurazione eteromerica cosi come atteso;
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inoltre, tale variante ha mostrato un comportamento particolarmente interessante: 1’osservazione di
una cinetica di attivazione piu veloce rispetto al WT nei canali eteromerici rispetto a quanto osservato
nei canali mutanti omomerici, suggerendo che le subunita incorporanti tale variante contribuiscano
attivamente a rimodulare la dinamica di gating del canale. In particolare, ¢ ipotizzabile che la
coesistenza di subunita con proprieta di gating differenti (WT e incorporanti la variante R312H) possa
alterare la coordinazione tra le subunita nel determinare 1’apertura del canale favorendo
un’attivazione piu rapida, ovvero una predominanza della componente FAST e quindi
un’accelerazione dell’attivazione rispetto al WT, osservabile esclusivamente in condizioni
eteromeriche. Al contrario, per le altre varianti (L35P, 1204 Tfs*38, R312C, V349F, W369* ¢ 1412T),
la cui funzionalita viene parzialmente recuperata quando co-espresse con subunita WT, il meccanismo
patogenico risulta essere I’aploinsufficienza.

Gli effetti funzionali indotti dalle varianti in studio sembrano correlati alla loro localizzazione
all’interno del canale: infatti, la presenza della variante E180G, localizzata nel diminio N-terminale,
ha indotto effetti misti con prevalenti effetti GoF, analogamente all’altra variante GoF riportata in
letteratura (Veale et al., 2022), anche questa localizzata nello stesso dominio.Tuttavia, anche la
variante L35P (che mostra invece effetti LoF), caratterizzata in questo studio, ¢ localizzata all’N-
terminale, per cui € plausibile ipotizzare che varianti localizzate in tale dominio possano determinare
effetti funzionali opposti (LoF o GoF), per la natura multifunzionale di questa regione, coinvolta ad
esempio nell’assemblaggio delle subunita in tetrameri funzionali sia con subunita uguali che silenti
(KvS: Kv5, Kv6, Kv8 e Kv9), nonché per la regolazione di meccanismi di
fosforilazione/defosforilazione (Bocksteins et al., 2016): quindi, una mutazione che rafforza
I’assemblaggio o stabilizza la conformazione attiva del tetramero potrebbe aumentare la probabilita
di apertura del canale, traducendosi in un effetto GoF; al contrario, varianti che compromettano
I’assemblaggio corretto o favoriscano la formazione di complessi instabili, potrebbero ridurre
I’espressione funzionale in membrana determinando un effetto LoF. Un ulteriore livello di
complessita deriva dal fatto che il dominio N-terminale ¢ anche coinvolto nelle interazioni con
proteine regolatorie che modulano la localizzazione e lo stato funzionale del canale (Mohapatra et
al., 2008): pertanto, mutazioni in tale dominio potrebbero alterare tali meccanismi di regolazione
post-traduzionale, ad esempio favorendo uno stato ipo- o iperfosforilato del canale, con effetti opposti
sul gating. Infine, I’N-terminale contribuisce indirettamente all’accoppiamento funzionale tra il VSD
e il poro, attraverso reti di interazioni intra-subunita e inter-subunita (Mohapatra et al., 2008):
pertanto, varianti che irrigidiscano queste interazioni potrebbero stabilizzare lo stato aperto (GoF),
mentre mutazioni che ne aumentino la flessibilita o introducano disaccoppiamento potrebbero rendere

I’apertura meno efficiente o favorire stati inattivi (LoF). E inoltre da sottolineare che la variante
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E180G mostra effetti GoF quando espressa in canali omomerici, mentre quando co-espressa con i
canali WT, mostrava caratteristiche funzionali molto diverse: in particolare, la voltaggio-dipendenza
dell’attivazione, fortemente spostata a sinistra nei canali omomerici, risultava non distinguibile da
quella misurata nei canali WT. Tale risultato potrebbe essere spiegato considerando che tali canali
formano dei cluster somato-dendritici in cui gran parte dei canali KCNBI1 si trovano nello stato
inattivo o chiuso, permettendo di avere una “riserva” di canali pronta ad attivarsi durante
depolarizzazioni prolungate o stimolazioni ad alta frequenza, e limitando cosi un eccessivo firing
neuronale (Misonou et al., 2004). L’apertura dei canali, quindi, potrebbe indurre una
declusterizzazione temporanea che permette ai canali di distribuirsi piu uniformemente sulla
membrana, evitando che la corrente sia concentrata in pochi microdomini (Misonou et al., 2004).
Pertanto, ¢ possibile ipotizzare che varianti GoF tendano ad aumentare la probabilita di apertura dei
canali e/o la corrente massima elicitata dai canali KCNBI, causando una maggiore propensione a
declusterizzarsi, come osservato in studi sperimentali (Misonou et al., 2004, King et al., 2020). Al
contrario, quando tali subunita mutanti sono espresse in configurazione eteromerica, la presenza di
subunita WT potrebbe ridurne la probabilita di apertura, mantenendo una maggiore concentrazione
di cluster e contrastando quindi ’effetto. E ipotizzabile, inoltre, che in condizioni piu fisiologiche,
rispetto alle condizioni sperimentali utilizzate, una piccola frazione di canali mutanti all’interno di un
cluster possa avere un impatto locale significativo sull’eccitabilita neuronale, generando microdomini
ipereccitabili.

Per quanto riguarda gli effetti LoF osservati per le quattro varianti localizzate nel VSD (1204Tfs*38,
R306C, R312 e R312H), si puo ipotizzare che questo, in analogia a quanto osservato in altri canali,
sia legato al fatto che alterazioni aminoacidiche nei segmenti S1—S4, particolarmente sui residui di
arginina (come si verifica per tre di tali varianti), possano compromettere la stabilita conformazionale
del sensore, riducendo I’ampiezza o la coordinazione del movimento dello stesso in risposta a stimoli
depolarizzanti. Inoltre, mutazioni nel VSD potrebbero “indebolire” 1’accoppiamento
elettromeccanico tra il movimento del sensore ed il poro, generando un disaccoppiamento funzionale
per cui il canale, pur espresso in membrana, mostrera una ridotta probabilita di apertura.

Infine, anche le mutazioni in studio, localizzate nel poro, sono state associate ad effetti LoF: questo
puod essere spiegato considerando il ruolo cruciale di questa regione nella conduzione ionica,
ipotizzando che tali mutazioni possano compromettere direttamente la permeazione del potassio o
alterare la stabilita del poro riducendo cosi la densita di corrente misurabile e/o modificandone la
cinetica di attivazione. In accordo, studi funzionali in letteratura condotti su altre varianti patogeniche

in KCNBI1, localizzate nel poro, sono associate a riduzione della corrente massima, evidenziando
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come il mantenimento dell’integrita strutturale di questa regione sia essenziale per la normale
funzionalita del canale (Klemic et al., 1998; de Kovel et al., 2017, Xiong et al., 2022).

Considerati gli effetti opposti indotti da specifiche varianti sulla funzionalita dei canali KCNBI, la
ricerca farmacologica si ¢ concentrata sull’identificazione di modulatori in grado di ripristinare la
normale funzionalita del canale nelle epilessie correlate a varianti patogeniche in KCNBI1. Ad oggi,
tra 1 principali modulatori conosciuti vi sono diversi acidi grassi polinsaturi (PUFA), sia della serie
omega-6 che omega-3. Tra questi, ’acido linoleico (AL), un acido grasso polinsaturo appartenente
alla famiglia degli omega-6, ha mostrato effetti funzionalmente distinti sul canale, quali
un’accelerazione della cinetica di attivazione in modo dose-dipendente, spostamento verso potenziali
piu negativi della curva di attivazione e inibizione della corrente in maniera dose-dipendente, ma
voltaggio-indipendente, suggerendo un meccanismo di blocco diretto del poro. Questi effetti opposti
sono mediati dal legame dell’AL a due siti distinti sul canale, con diversa affinita per la sostanza,
mostrando una maggiore affinita per il sito responsabile del blocco della corrente che potrebbe essere
determinata dalla natura idrofobica dell’AL, la capacita di inserirsi nel doppio strato lipidico e di
accedere piu stabilmente a regioni del poro o a tasche lipidiche esposte del canale; inoltre, lo stato
conformazionale del canale (aperto o inattivo) potrebbe favorire selettivamente il legame dell’ AL al
sito di blocco, stabilizzando una conformazione non conduttiva; al contrario, il sito responsabile
dell’effetto di attivazione potrebbe presentare un’affinita inferiore (McKay et al., 2001).

Oltre all’AL, tra i PUFA ad azione sui canali KCNB1 rientrano I’acido arachidonico (AA), I’acido
docosaesaenoico (DHA) e I’acido eicosapentaenoico (EPA, Elinder & Liin, 2017). Un meccanismo
comune a molti PUFA ¢ lo spostamento della voltaggio-dipendenza dell’attivazione verso potenziali
piu negativi, effetto attribuito all’interazione elettrostatica tra il gruppo carbossilico carico
negativamente del PUFA e le cariche positive localizzate nel VSD dei canali Kv. Questo fenomeno ¢
stato descritto per DHA ed EPA su diversi sottotipi di Kv, inclusi Kv1, Kv2 e Kv7, ed ¢ coerente con
I’effetto di accelerazione dell’attivazione osservato per I’AL su KCNB1 (Bdérjesson & Elinder, 2011,
Moreno et al., 2012; McKay et al., 2001). La comprensione dettagliata dei meccanismi molecolari di
interazione tra modulatori lipidici e KCNBI1 ¢ di grande rilevanza farmacologica, poiché consente di
identificare regioni del canale suscettibili a modulazione selettiva. Questo approccio potrebbe
permettere lo sviluppo razionale di nuove molecole in grado di produrre un effetto “puro” di
attivazione delle correnti mediate dai canali KCNB1. Nonostante il potenziale interesse fisiologico e
terapeutico dell’AL o di altri PUFA, ad oggi non esistono evidenze di studi in vivo che abbiano
valutato 1’effetto di tali modulatori in pazienti epilettici portatori di varianti in KCNBI1. I dati
disponibili derivano esclusivamente da studi in vitro e non consentono di trarre conclusioni

sull’efficacia o sulla sicurezza dell’ AL in ambito clinico in questo specifico contesto. Come strategia
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alternativa, ¢ emerso un crescente interesse per il farmaco antidiabetico Metformina (MET),
selezionato come potenziale attivatore delle correnti KCNBI-mediate attraverso un meccanismo
indiretto AMPK-dipendente: infatti, I’attivazione di questo enzima promuove la fosforilazione dei
canali KCNBI, con un conseguente aumento della loro funzionalita (Tkematsu et al., 2011). Tuttavia,
analogamente a quanto osservato per i PUFA, le evidenze disponibili sull’azione della Metformina
derivano prevalentemente da studi in vitro e ad oggi mancano dati clinici o studi in vivo che ne
supportino ’efficacia e la sicurezza per 1’utilizzo di tale farmaco in pazienti epilettici portatori di
varianti in KCNBI.

Invece, tra i modulatori ad azione bloccante vi ¢ il carvedilolo che, come precedentemente descritto,
¢ un antagonista non selettivo dei recettori ou-f-adrenergici utilizzato nel trattamento di diverse
patologie cardiovascolari. Tale farmaco si ¢ dimostrato efficace nell’inibire le correnti di KCNBI in
maniera dose-dipendente (ICso= 5.1 M) e reversibilmente, attraverso un aumento dell'inattivazione
dei canali. E stato inoltre riscontrato che mutazioni dei residui K356 e Y380, che si trovano
esternamente al poro, riducono in modo significativo 1’azione di blocco del carvedilolo, suggerendo
che questi residui costituiscono parte del sito di legame funzionale di tale farmaco (Kim et al., 2019)
e che verosimilmente mutazioni di tale residuo (come ad esempio la variante Y380C analizzata nel
presente studio) possano determinare una perdita di sensibilita del canale al farmaco.

Come precedentemente riportato, la FLX ¢ un inibitore selettivo della ricaptazione della serotonina
(SSRI) ed ¢ ampiamente utilizzata nel trattamento della depressione. Questo farmaco agisce da
inibitore di diversi canali ionici (Cioclu et al., 2023; Ambrosino et al., 2023; Soldovieri et al., 2024),
tra cui anche i canali KCNBI1. L’inibizione di questi canali avviene in maniera concentrazione e
voltaggio-dipendente andando ad accelerare 1'inattivazione e ritardando il recupero dall'inattivazione
(Wang et al., 2020). Inoltre, la fluoxetina ¢ in grado di oltrepassare facilmente la barriera
ematoencefalica, raggiungendo concentrazioni ~10 volte maggiori nel liquor rispetto al plasma
(Altamura et al., 1994), rendendo questo farmaco un putativo candidato per il trattamento anche delle
epilessie genetiche KCNB1-correlate.

Anche il CBD inibisce le correnti espresse dai canali KCNB1 in cellule neuronali, infatti,
I’applicazione in acuto di CBD (5—-10 uM) inibisce le correnti espresse dai canali KCNB1 del 40—
60%, senza modificare le cinetiche di attivazione, suggerendo un effetto prevalente sulla conduttanza
del canale. E stato anche dimostrato che tale inibizione avviene in maniera indipendente dai recettori
dei cannabinoidi, indicando che il CBD induca un effetto di blocco diretto sul canale (Sayehmiri et
al., 2025). Ad oggi, non esistono evidenze cliniche sull’uso del CBD in pazienti affetti da epilessie
dovute a varianti in KCNBI1; tuttavia, considerando i benefici osservati in pazienti con epilessie

causate da varianti in altri canali del potassio voltaggio-dipendenti (Poisson et al., 2020), il CBD

~154 ~



emerge come una potenziale terapia alternativa per forme di epilessia farmacoresistente dovuta a
mutazioni a carico dei canali KCNBI.

Nonostante queste evidenze, va sottolineato che la maggior parte dei dati disponibili proviene da studi
in vitro, mentre esistono pochissime evidenze cliniche sull’efficacia di tali molecole in pazienti con
varianti in KCNB1, indicando la necessita di ulteriori studi per sviluppare approcci terapeutici mirati
e sicuri. In particolare, come precedentemente detto, quasi la totalita delle varianti in KCNBI1 finora
caratterizzate funzionalmente e riportate in letteratura risulta indurre effetti LoF, per cui si evidenzia
in particolare la necessita di individuare nuovi modulatori capaci di attivare le correnti di questi canali.
Tra 1 modulatori descritti dei canali KCNBI1, sono stati testati tre modulatori allo scopo di revertire i
diversi effetti funzionali osservati per le varianti oggetto del presente studio: in particolare, Fluoxetina
¢ Cannabidiolo sono stati testati per inibire le correnti espresse dalla variante GoF, mentre la
metformina ¢ stata scelta per revertire gli effetti delle varianti LoF. Dai nostri studi ¢ emerso che la
fluoxetina ¢ in grado di bloccare le correnti espresse dai canali omomerici WT o incorporanti la
variante E180G in maniera simile (>90 %); il CBD ha mostrato un’inibizione maggiore del 90% sulle
correnti espresse dai canali WT, ma una minore efficacia nel bloccare le correnti espresse dai canali
mutanti. Entrambi i farmaci sono stati testati anche sui canali eteromerici incorporanti la variante
E180G: in tali condizioni, la fluoxetina ha mostrato una maggiore capacita di inibizione sul canale
eteromerico KCNBIWTHE180G rispetto al canale WT omomerico, mentre il CBD ha mostrato un
blocco efficace anche sui canali mutanti in configurazione eteromerica, mostrando, come per
I’omomero, un minor effetto di blocco sui canali eteromerici incorporanti la variante E180G,
confermando che la mutazione di tale residuo rende il canale meno sensibile al farmaco. Tali
differenze suggeriscono che il residuo E180 potrebbe essere coinvolto nel sito di legame di tali
farmaci, rendendo I’inibizione piu o meno efficace: tuttavia, la notevole efficacia osservata per
entrambi 1 farmaci, li rende comunque entrambi delle razionali scelte terapautiche in pazienti affetti
da DEE e portatori di tale variante.

In parallelo, quando MET (10 uM) ¢ stata testata sui canali KCNB1 WT o R312H, ¢ stato osservato
un significativo potenziamento delle correnti, maggiore sul mutante rispetto al controllo (~38% o
~17%, rispettivamente). Tale effetto modesto potrebbe essere correlato a diversi fattori: ad esempio,
il meccanismo non ¢ in grado di potenziare fortemente tali correnti, oppure 1’enzima potrebbe essere
scarsamente presente nelle cellulle utilizzate e per tali ragioni il farmaco non ¢ stato ulteriormente
testato sulle altre varianti LoF descritte nel presente studio. Sarebbe utile testatre 1’effetto del farmaco
in entrambe le configurazioni anche a concentrazioni piu elevate, anche se ¢ da tenere conto che
diversi pazienti affetti da DEE seguono a supporto della terapia farmacologica una dieta chetogenica

(Borowicz-Reutt et al., 2024), per cui I’assunzione concomitante di un antidiabetico potrebbe causare
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crisi ipoglicemiche. Una possibile alternativa che potrebbe essere testata in futuro ¢ rappresentata
dalla Berberina, un alcaloide naturale comunemente utilizzato per il controllo della glicemia, che ha
mostrato effetti anticonvulsivanti e neuroprotettivi (Gao et al., 2014, Sedaghat et al., 2017): la sua
azione sui canali KCNBI potrebbe essere espletata attraverso meccanismi simili a quelli della

metformina, poiché tale farmaco ¢ un noto attivatore dell’ AMPK (Yin et al., 2012).
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5.3 Conclusioni

Le DEE di origine genetica rappresentano una forma di epilessia grave caratterizzata da esordio
precoce, numerose crisi epilettiche, ritardi intellettivi e motori e presentano spesso farmacoresistenza
verso 1 tradizionali farmaci antiepilettici. Da qui, nasce 1’urgenza medica di individuare nuovi
possibili trattamenti per questi pazienti. Da questo progetto di ricerca emerge che I’antidepressivo
Fluoxetina possa rappresentare un trattamento promettente per pazienti affetti da DEE
farmacoresistenti, portatori delle varianti genetiche caratterizzate, dovute a mutazioni GoF nei canali
KCNT1 o KCNBI. I dati ottenuti indicano che la Fluoxetina ¢ in grado di modulare efficacemente
I’attivita dei canali; tuttavia, appare evidente la non selettivita del farmaco, che agisce su diversi canali
del potassio, sottolineando la necessita di studi in silico per identificare i siti di legame specifici e 1
meccanismi molecolari alla base della sua attivita di modulazione. Inoltre, queste informazioni
potrebbero consentire lo sviluppo di molecole derivate dalla Fluoxetina, mantenendo 1’efficacia
terapeutica, ma migliorandone la specificita.

Parallelamente, il cannabidiolo ha mostrato un potenziale simile come modulatore dei canali KCNBI,
con capacita di inibire le correnti espresse sia dai canali wild-type sia incorporanti la variante GoF
E180G. Dai dati raccolti, emerge che il residuo E180 potrebbe essere coinvolto nel legame del CBD
al canale, rendendo il mutante meno sensibile al farmaco, aprendo la strada a studi in vitro pitu mirati
per valutare effetti mutazione-specifici del CBD e ottimizzare il trattamento in relazione al genotipo
del paziente.

Il punto di forza principale di questo studio risiede nell’approccio integrato e traslazionale adottato:
infatti, partendo dalla caratterizzazione funzionale di varianti identificate in pazienti, ¢ stato possibile
selezionare modulatori farmacologici tra farmaci gia in uso clinico (drug repurposing) con un
razionale genetico e funzionale. Questo approccio consente di ridurre significativamente i tempi e 1
costi rispetto allo sviluppo di nuovi farmaci, rappresentando una strategia particolarmente efticace
per patologie rare, severe e farmacoresistenti come le DEE. Inoltre, I’integrazione di dati clinici,
genetici e funzionali conferisce al lavoro un’importante valenza di medicina personalizzata,
orientando la scelta terapeutica sulla base dell’assetto genico e dell’effetto funzionale della variante
in ciascun paziente.

L’innovazione scientifica del lavoro risiede anche nell’identificazione di possibili correlazioni tra
mutazioni specifiche e risposta farmacologica, evidenziando come differenze strutturali anche
minime, come la variante E180G, possano influenzare la sensibilita ai farmaci. Questo apre la strada
a futuri studi mirati su farmaci mutazione-specifici, con 1’obiettivo di sviluppare terapie piu efficaci

e selettive. Tuttavia, se per i canali KCNT1 le varianti fino ad ora caratterizzate sono risultate essere
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quasi tutte GoF, per KCNBI le varianti GoF risultano molto rare, per cui la necessita ¢ quella di
individuare principalmente degli attivatori di tali canali che risultino efficaci nel revertire gli effetti
delle varianti LoF.

In conclusione, questo studio conferma che approcci traslazionali e personalizzati possono
rappresentare un importante progresso nella gestione delle DEE genetiche: selezionare modulatori
farmacologici in base al genotipo e all’alterazione funzionale dei canali offre, non solo un potenziale
miglioramento della riduzione delle crisi epilettiche, ma anche un impatto diretto sulla qualita della
vita dei pazienti e delle loro famiglie. La combinazione di caratterizzazione funzionale delle varianti,
riproposta di farmaci clinicamente approvati e approccio di medicina personalizzata costituisce,

pertanto, un contributo innovativo ed efficace per la ricerca sulle epilessie farmacoresistenti.
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