Svolgimento dell’attivita di ricerca presso I'Unita Operativa di Malattie Metaboliche nel periodo
gennaio-dicembre 2018

Dott.ssa Giorgia Olivieri- Neuropsichiatra Infantile

Nel periodo compreso tra gennaio e dicembre 2018 la dottoressa G. Olivieri ha incentrato la propria
attivita di ricerca presso I'Unita di Patologia Metabolica sui disturbi congeniti del metabolismo
intermedio, con particolare riguardo alle Acidemie Organiche (0A), e sui difetti del ciclo dell'urea
(UCDs).

1. Acidemie Organiche (0A)

A) Acidemia Metilmalonica con Omocistinuria (deficit CbIC)

Questo filone di ricerca, avviato a febbraio 2017, prevede lo studio longitudinale dello sviluppo
neurologico e delle funzioni neurovisive di pazienti affetti da Acidemia Metilmalonica con
Omocistinuria (o difetto di cobalamina di tipo C), difetto metabolico congenito del metabolismo della
vitamina B12, classicamente associato a disabilita intellettiva e deficit visivo.

Il progetto ha previsto la collaborazione con l'Istituto di Neuropsichiatria Infantile del Policlinico
Gemelli, e prende avvio dalla necessita di revisionare, analizzare ed elaborare dati precedentemente
raccolti su pazienti CblC seguiti nei due Centri. Lo studio ha coinvolto, in un primo momento, 30
pazienti gia arruolati nel trial sperimentale con EPI-743 conclusosi nel 2015 e, nell'ultimo anno, anche
alcuni bambini diagnosticati mediante screening neonatale esteso.

I1 compito della dottoressa Olivieri é stato quello di:

a) revisionare e rielaborare i dati ottenuti dalla raccolta di informazioni cliniche (anamnestiche,
pediatriche, laboratoristiche, genetiche, neuroradiologiche, oculistiche, neurovisive, dello sviluppo
psicomotorio e del comportamento adattivo) dei pazienti seguiti, al fine di:

b) definire in modo maggiormente specifico la storia naturale della malattia.

c) effettuare un'analisi longitudinale dei dati a disposizione (pre e post somministrazione del farmaco
EPI-743 /placebo) per individuare il possibile effetto del farmaco EPI 743 sul miglioramento delle
competenze neurovisive dei pazienti CbIC. [ risultati emersi hanno evidenziato un
miglioramento/stabilizzazione dell'acuita visiva e dei dati elettrofisiologici (PEV) in un sottogruppo
specifico di pazienti in trattamento (eta < 4 anni e danno retinico non ancora instaurato), indicando il
possibile effetto protettivo di EPI 743 sullo sviluppo della maculopatia retinica [Figura A.1 e A.2]. I dati
sono esposti in dettaglio nel lavoro di Martinelli et al. 2018 “EPI-743 improves the clinical course of
visual damage in Cobalamin C patients: a prospective randomized double-blind phase 2 clinical trial”,
attualmente in corso di revisione, per prossima pubblicazione su rivista scientifica.



Natural Nstory

M43

Maculopathy

Figura A.1

Changes T0-T2 according to maculopathy

Il worsen
0 improve
I stable

IS

Macula + Macula -

Changes T0-T2 according to age
10

5 I
4
| III> T
2
0
<4y >4y

-

Figura A.2

d) proseguire il lavoro di revisione e rielaborazione dei dati ottenuti dalla raccolta dei valori biochimici
(omocisteina, metionina, acido metilmalonico plasmatici) in una coorte di 35 pazienti CblC afferenti al
nostro Centro. Tale lavoro di raccolta e analisi, avviato nel 2017, ha consentito di delineare un profilo
biochimico specifico per ogni singolo paziente [Figura A.3].
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Inoltre, in un sottogruppo di 12 pazienti sottoposti a incremento della dose della terapia, il nostro
studio ha permesso di valutare l'effetto sul profilo biochimico delle modifiche di dosaggio di OH-B12,
molecola di comprovata efficacia nel trattamento della patologia. Tale studio ha l'obiettivo di
ottimizzare e uniformare le posologie terapeutiche tra i vari pazienti, e a livello multicentrico. I dati
preliminari fino ad ora ottenuti confermano il miglioramento del profilo biochimico nei pazienti
sottoposti a dose escalation [Figura A.4-A.6]. Tuttavia sono necessari approfondimenti con studi
multicentrici controllati condotti per periodi duraturi su pit ampie coorti.

R Baseline T1 A%
# Eta
(anni) tHey OH-Cbl tHey OH-Cbl tHcy OH-Cbl
(umol/L)  (mg/kg/die) (umol/L)  (mg/ke/die)

1 6,6 82,9 0,04 51,6 0,08 -37,8 100,0
2 137 87,7 0,03 51,3 0,12 -41,5 357,0
3 83 59,8 0,05 32,3 0,10 -46,0 100,0
4 20,0 67,6 0,01 96,5 0,04 42,6 207,0
5 70 73,9 0,04 54,0 0,07 -26,9 75,0

6 14.6 63,3 0,02 66,2 0,04 46 100,0
7 49 51,3 0,04 39,6 0,15 226 275,0
8 87 716 0,05 39,4 0,08 -45,5 60,0

9 6,0 64,9 0,05 39,0 0,08 -39,9 60,0
10 8,0 90,0 0,02 63,0 0,10 -30,0 400,0
1 39 351 0,05 34,0 0,10 -3,0 100,0
12 54 63,6 0,06 45,0 0,13 -29,2 120,0 Figura A4
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L'analisi dei dati ha evidenziato, inoltre, due distinti profili biochimici al follow-up al lungo termine: a)
pazienti con fenotipo biochimico e clinico classico (Gruppo A); b) un esiguo numero di pazienti che
normalizzano il proprio profilo metabolico in risposta al trattamento (Gruppo B). I valori biochimici
nei due gruppi sono esposti nella figura A.7. I pazienti del Gruppo B presentano tutti un esordio tardivo
dei sintomi della malattia e un fenotipo clinico poco severo. Questi risultati meritano ulteriori
approfondimenti, al fine di stabilire eventuali correlazioni genotipo-fenotipo. I dati fino ad ora raccolti
saranno oggetto di un lavoro scientifico.
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e) partecipare a studi multicentrici come parte integrante del Network Internazionale dedicato alla
realizzazione del Registro Europeo delle Omocistinurie e dei Difetti della rimetilazione (E-HOD). Tale
collaborazione ha consentito la recente realizzazione di uno studio multicentrico volto ad approfondire
gli aspetti fenotipici, il decorso clinico della malattia e l'effetto di una diagnosi e di un trattamento
precocemente impostati, nei pazienti con disturbi della rimetilazione. I disordini della rimetilazione
sono malattie multisistemiche principalmente caratterizzate da deficit neurologici e visivi.

Lo studio e stato condotto su 238 pazienti afferenti a 47 centri europei: n= 161 pazienti con difetto di
cobalamina C; n= 50 pazienti con deficit di metilenetetraidrofolato reduttasi (MTHFR); n= 11 pazienti
con difetto di cobalamina E; n= 10 pazienti con difetto di cobalamina E; n= 5 pazienti con difetto di
cobalamina D e n= 1 paziente con difetto di cobalamina ].

Nella nostra coorte, la mortalita, la tromboembolia, la malattia psichiatrica e renale sono risultate piu
rare di quanto riportato in altri studi. Il trattamento precoce é risultato correlato a una minore
morbilita generale, ma non si e dimostrato efficace nel prevenire il deficit oculare e il deterioramento
cognitivo.

La Figura A.8 mostra il coinvolgimento multisistemico di organi e apparati, all'esordio, nelle due
malattie maggiormente rappresentate nel nostro studio, ossia il difetto di CbIC e il difetto di MTHFR
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e riportata a parte (b).

[ dati clinici nei diversi gruppi di pazienti, inclusi i gruppi di pazienti con difetto di cobalamina
E, G, D e ], sono riassunti nella sottostante tabella (Figura A.9).
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Table 1 Core medical history data (n = 238)

cbIC (n=161) MTHFR (n=50) ¢bIiG(n=11) cblE(n=10) cblD(n=5) cblJ(n=1) All

Gender
Male 93 23 6 3 3 1 129
Female 68 27 5 7 2 0 109
Ethnic background
White 136 38 10 10 5 1 200
Asian 9 8 7
Mixed 7 1 8
Black 3 1 K
Unknown 6 3 9
Pre-clinically diagnosed
o NBS 35 3 38
o High-isk family screening 5 3 1 9
© Prenatal 7 1 8
Clinically diagnosed 13 43 10 10 - 1 181
Unknown 1 1 2
Age at first symptoms in pre-clinically  n=23* n=5*
diagnosed patients
P25 3d
P50 (median) 7d 17
P75 15d
Age at first symptoms in clinically =93 n=38 n=8 n=8 n=4 n=1735d 152
diagnosed patients
P25 8d 28d 1.9mo 7 2mo 11d
P50 (median) 21d 3mo 23 mo 1 mo 1yr 1 mo
P75 3.9mo 4y 6.2 mo 3mo 79y 6.8 mo
Age at diagnosis® n=106 n=42 n=10 n=10 n=4 n=194d 173
P25 28d 35d 32mo 34d 3mo 29d
P50 (median) 27m 55m 6.5 mo 44 mo 53y 112d
P75 14 mo 98y 44y 3y 168y 4y
Diagnostic delay* n=92 n=38 n=8 n=8 n=4 n=1 151
P25 0d 0d 31d 1d 7 55d 0d
P50 (median) 18d 21d 48d 31d 34d 24d
P75 2.7 mo 10 mo 3.1y 3.5 mo 13y 4.6 mo
Laboratory tests
Homocysteine 139 47 11 8 4 1 210
Amino acid analysis 128 38 9 8 - 187
Organic acids 118 7 6 2 3 136
Acylcarnitines 7 3 1 1 1 85
Enzymatic results reported 13 8 7 3 1 1 33
Mutations reported 17 23 7 8 3 1 159
tHey umol/L before treatment®
Mean + SD 131+£69 182491 128 £43 119+43 (n=2) 155" 127° 141+£73
P25 65 140 7 83 83
P50 (median) 123 179 131 109 135
P75 197 219 176 163 196

Lo studio longitudinale di follow-up, inoltre, ha permesso di mettere in evidenza il fatto che i
valori di omocisteina totale (tHcy) risultano significativamente piu alti nei pazienti con deficit di
MTHFR rispetto a quelli con difetto di cblC all'esordio della malattia, e si mantengono su trend piu
elevati anche successivamente ( i valori sono stati testati nuovamente al momento dell'arruolamento e
al termine del follow-up). In tutte e tre i tempi di valutazione, la differenza tra I due gruppi
risultava statisticamente significativa (p <0,001). Questi ultimi dati sono esposti in Figura A.10

o] o
400 had *ne1 with they S00 umol/l
-

o o
- o o -

] [ s

g

- | B | [ e

[ ]

o [ I

o o

MTHER (n=23/ 36/ 13) cbiC (n=85/ 123/ 58) Flgu ra A 1 0




I dati longitudinali hanno inoltre permesso di confrontare la frequenza di presentazione dei diversi
sintomi (espessa in termini di %) nel difetto cblC e nel deficit di MTHFR, nei casi ad esordio precoce
(<12 mesi) e in quelli ad esordio tardivo (> 12 mesi). [ risultati sono espressi di seguito (Figura. A.11)
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In conclusione, lo studio estrapolato dai dati del Registro E-HOD evidenzia che i disordini della
rimetilazione sono entita nosologiche piuttosto definite, caratterizzate principalmente da deficit
neurologici, disabilita intellettiva, ipovisus e disturbi comportamentali (eventi tromboembolici,
problemi cardiologici e/o renali possono complicare il quadro). Il trattamento & generalmente efficace
nello stabilizzare la malattia prevenendo episodi di scompenso metabolico, e nel migliorare il profilo
biochimico, ma non impedisce lo sviluppo dei danni neurologici e oculari. Condotte terapeutiche
eterogenee hanno reso finora difficile stabilire quale sia la strategia terapeutica migliore. I protocolli di
trattamento variano infatti considerevolmente da centro a centro, e dovrebbero essere standardizzati e
scelti sulla base di valutazioni prospettiche ricavate da studi condotti su grandi coorti di pazienti. I dati
dello studio qui esposto sono riportati in dettaglio nel lavoro di Huemer et al. 2018 “Phenotype,
treatment practice and outcome in the cobalamin-dependent remethylation disorders and MTHFR
deficiency: data from the E-HOD registry.” pubblicato su J Inherit Metab Dis. 2018.

f) 1 pazienti CblC seguiti presso il nostro Centro, inoltre, proseguono un follow-up multidisciplinare in

collaborazione con il Polo Ipovisione del Policlinico Gemelli di Roma, seguendo un protocollo
standardizzato comprensivo di:

— valutazione delle funzioni neurovisive (motilita oculare, fissazione, inseguimento, acuita visiva,

campo visivo, stereopsi, discriminazione del contrasto, discriminazione del colore, fixation

shift, discriminazione della forma e del movimento) e visuopercettive (effetto affollamento,



VMI, Teddy Bear Cancellation Test, Batteria ABCDEFV), valutazione oculistica (fundus oculi e
0TC)

— valutazioni delle funzioni cognitive con test standardizzati per eta (Griffiths’ Mental
Developmental Scales, Scale Weschler), valutazioni elle funzioni adattive (Vineland Adaptive
Behavior Scales).

— valutazioni strumentali (RMN encefalo, EEG, ENG, PEV, PEU) eseguite in fasi specifiche di
progressione della malattia, volte a identificare eventuali alterazioni funzionali secondarie a
eventi tossici (livelli di metaboliti) e/o a specifici interventi terapeutici.

Tale studio ha 1'obiettivo di definire I'outcome neurologico e neurovisivo a lungo termine nel difetto di.
CblC

B) Acidemia Metilmalonica e Acidemia Propionica

Un secondo filone di ricerca, anch'esso avviato nel 2017, & incentrato sulle OA propionico aciduria,
metilmalonico aciduria ed aciduria isovalerica. Si tratta di enzimopatie ereditarie caratterizzate
dall’accumulo di acidi carbossilici, secondari a difetti del metabolismo degli aminoacidi ramificati
(leucina, isoleucina e valina). Queste patologie sono caratterizzate da un coinvolgimento neurologico e
multisistemico legato al progressivo accumulo di composti tossici. Oltre a presentare un elevato tasso
di mortalita soprattutto nelle forme ad esordio neonatale, tali malattie sono caratterizzate da episodi
potenzialmente letali di scompenso metabolico e disfunzione neurologica.

Il contributo della dottoressa Olivieri é stato quello di:

-eseguire valutazioni neurologiche, funzionali e comportamentali nei pazienti con OA seguiti presso il
nostro centro, e approfondire gli aspetti neuropsicologici, mediante I'applicazione di test delle funzioni
cognitive e adattive standardizzate per eta.

-valutare eventuali modifiche di outcome cognitivo/comportamentale nei pazienti con OA sottoposti a
trattamento precoce nella prima/media infanzia, con particolare focus sull'impatto dello screening
neonatale e del trapianto epatico sulla prognosi a lungo termine. Le segnalazioni inerenti la modifica
dei tassi di morbilita relativi a disturbi dello sviluppo cognitivo/adattivo e del profilo comportamentale
in risposta a tali interventi sono infatti esigue, a fronte dei noti dati sull'aumento dei tassi di
sopravvivenza in risposta agli stessi interventi.

- valutare dal punto di vista neurologico/funzionale e contribuire all'interpretazione dei dati
elettrofisiologici ottenuti da due pazienti affetti da acidemia propionica seguiti presso il nostro Centro,
che hanno sviluppato una neuropatia periferica assonale in seguito alla assunzione cronica di
metronidazolo (10 mg/kg/die per 3 settimane/mese per il pz 1; per 1 settimana/mese per il pz 2),
terapia raccomandata per il trattamento in follow-up della acidemia propionica in considerazione
dell'effetto di ridurre la produzione di proprionato a livello intestinale, in associazione alla dietoterapia
con supplementazione in carnitina. Un esteso workup immunologico e infettivo & risultato nella
norma, cosi come i livelli sierici di vitamina B1, B6 e B12, e lo studio neuroradiologico di encefalo e
midollo. LO studio elettrofisiologico mediante ENG ha evidenziato una neuropatia assonale sensori-
motoria agli arti inferiori nel paziente 1 e ai 4 arti nel paziente 2 (dati esposti nella tabella esposta di
seguito: Figura B.1)



Table Motor and sensory nerve conduction velocity studies in the 2 patients with propionic academia

Common peroneal right (MCV

Posterior tibial right (MCV recording site: extensor
recording site: abductor digitorum brevis; stimulation Sural right (SCV recording Median right (MCV recording
hallucis brevis; stimulation sites: S1 anterior ankle, $2 site: posterior to the lateral site: abductor pollicis brevis; Median right (SCV recording
sites: S1 medial ankle, S2 mid- below fibular head, $3 lateral malleolus; stimulation site: stimulation sites: S1 middle site: middle finger; stimulation
posterior popliteal fossa) popliteal fossa) posterior lateral calf) of the wrist, S2 antecubital fossa) site: middie of the wrist)
Amplitude, mV Velocity, m/s Amplitude, mV Velocity, m/s Amplitude, mV Velocity, m/s Amplitude, mV Velocity, m/s Amplitude, mV Velocity, m/s
(5.71.7) (502+3.1) (9.9+33) (469 £ 3.5) (15.246.2) (50.3+4.9) (15.2+62) (50.3 + 4.9) (26.7 £ 9.4 (53.8+3.3)
Patient 1
Baseline 11 404 0.1 37 1.1 265 ns 524 378 54.2
4mo 5.7 a7 1 50 4 477 66 547 a2 5.5
1y 89 a2 32 438 58 435 95 579 58.1 524
2y 9.2 426 0.4 386 55 426 123 575 64 54.5
Patient 2
Baseline 0.5 46.6 03 429 Not evocable Not evocable 37 444 106 6.0
4 mo 28 46.3 0.5 46.9 Not evocable Not evocable 149 6.6
1y 83 448 17 46.8 30 429 79 538 296 481
2y 1ns 451 4.1 46.7 10.5 365 86 60 381 5.5

Abbreviations MCV = motor nerve conduction velocity; SCV =sensory nerve conduction velocity.
For common peroneal, $3 site stimulation was performed to exclude nerve conduction block. Normal values arein parentheses. Baseline refers to the presenting ime of symptoms.

Figura B.1

La biopsia della cute ha evidenziato una riduzione delle fibre di piccolo calibro intraepidermiche
(Figura B.2)
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Figura B.2

La sospensione del metronidazolo ha portato, in entrambi i pazienti, a un progressivo miglioramento
fino al completo recupero funzionale e neurofisiologico, come documentato dai dati della velocita di
conduzione riportati a due anni di follow-up (Figura B.1).

Il meccanismo di tossicita del metronidazolo sul nervo periferico non e del tutto compreso, ma sono
stati proposti numerosi fattori, tra cui il danno ossidativo, la ridotta sintesi di mRNA per le proteine
neuronali, o il depauperamento di vitamina B1 secondario alla conversione del metronidazolo in
analoghi tiaminici. Tale effetto tossico appare correlato piu alla cronicita del trattamento che alla sua
posologia. Il nostro studio ha l'obiettivo di sensibilizzare i medici al rischio di neuropatia periferica
iatrogenicamente indotta in pazienti con acidemia propionica in trattamento con metronidazolo, ed
enfatizza la necessita di eseguire, in essi, un attento monitoraggio neurofisiolgico. Il lavoro é stato
recentemente pubblicato su rivista scientifica (Diodato D, et al. Axonal peripheral neuropathy in
propionic acidemia: A severe side effect of long-term metronidazole therapy. Neurology 2018; 91:565-
67)



C) Profili caratteristici degli acidi organici urinari nelle malattie mitocondriali: sindrome di
Pearson midollo-pancreas (PMS) e sindrome di Kearns-Sayre (KSS)

In letteratura sono pochi gli studi che riportano il profilo degli acidi organici urinari nelle malattie
mitocondriali. In particolare solo segnalazioni aneddotiche riportano la rilevazione degli acidi organici
urinari in pazienti con malattie da delezione singola del DNA mitocondriale: la sindrome di Pearson
midollo-pancreas (PMS), la sindrome di Kearns-Sayre (KSS) e la oftalmoplegia esterna progressiva
(PEO), che rappresentano, tra loro, un continuum fenotipico.

La dottoressa Olivieri ha partecipato ad uno studio retrospettivo incentrato sulla valutazione
quantitativa degli acidi organici urinari in una serie di 15 pazienti pediatrici con malattia da delezione
singola del DNA mitocondriale: 7 pazienti con PMS e 8 pazienti con KSS. Le caratteristiche cliniche e il
trattamento farmacologico dei nostri pazienti sono riportati nella sottostante tabella (Figura C.1)

Table 1
Clinical characteristic and treatment modalities in 15 patients with Pearson marrow-pancreas syndrome (PMS) and Kears-Sayre syndrome (KSS).

PMS
Pt 1 Pt 2 Pt 3 Pt 4 PtS5 PL6 Pt 7
Age at follow-up 115 15 17 6 49 0.5 2
(years)
Death (years) x(12.7) x (25) x(7.2) x (6) x(0.5 x(2)
Growth failure x x x x X x
Neurological X X X X
Hematological X X X X X x X
Renal x x x x x
Cardiac x x x
Endocrine x x x x x x x
Gastro-intestinal X X X X x x
Therapy Vitamin B1, B2, D, Vitamin B1, B12, D, folinic  Vitamin B1, folinic Coenzyme Q, insulin, Vitamin B12, D, coenzyme / /
folinic acid, carnitine, acid, coenzyme Q, acid, coenzyme Q, hydrocortison, insulin, Q, folinic acid,
coenzyme Q, Ca, K, deferasirox, filgrastim, insulin, iron, Mg, K, pancreatic enzymes hydrocortison, Ca, Mg,
Mg, NaHCO, propanolol, NaHCO3 NaHCO3 NaHCO3 NaHCO3
KSS
P8 P9 Pt. 10 Pt. 11 Pt. 12 Pt. 13 Pt 14 Pt 15
Age at follow-up 13 18 11 145 11.2 155 15 125
(years)
Growth failure x x x x x x x
Neurological x x X x X x X X
Hematological X
Renal X x
Cardiac x x x x x x x
Endocrine x x x x x x
Gastro-intestinal ~ x x x x x x
Psychiatric X X X x x
‘Therapy Vitamin B2, B12, Vitamin B2, Vitamin B2, Vitamin B1, Vitamin B1, D, folinic Vitamin B12, Vitamin B2, D, Vitamin
C, D, folinic acid, folinic add, folinic acid, folinic acid, add, carnitine, folinic add, folinic acid, B2,
coenzyme Q, carnitine, carnitine, camitine, coenzyme Q, coenzyme Q, coenzymeQ, Ca nadolole
insulin, irin, coenzyme Q, Mg, coenzyme Q coenzyme Q, risperidone, Ca, K, levetiracetam
enalapril oxycodone insulin, sertraline NaHCO3

Figura C.1

Dai risultati emersi, i pazienti con PMS mostrano un profilo di acidi organici quasi costantemente
alterato, mentre i pazienti con KSS possono presentare un profilo normale [Figura C.2(ab)]. I
metaboliti urinari piu frequentemente osservati nell’ PMS sono stati: lattato, 3-idrossibutirrato, 3-
idrossiisobutirrato, fumarato, piruvato, 2-idrossibutirrato, 2-etil-3-idrossipropionato e 3-
metilglutaconato. Abbiamo anche identificato nuovi metaboliti, mai riportati prima in associazione a
questa malattia: 3-metilglutarato, tiglylglycine e 2-metil-2,3-diidrossibutirrato.
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E interessante notare, inoltre, che i pazienti che esordiscono come PMS e che, nel corso della loro

crescita evolvono verso un fenotipo KSS, presentano alterazioni persistenti e pii marcate del profilo

degli acidi organici urinari, rispetto ai pazienti con un fenotipo KSS puro (Figura C.3).

Ageyeas 1A 3.HB 3-HIB FU PYR 2.0HB 2-M2,3DIHB  3MGR 2.E-3HP M™MGC MAL TG
Pl 7 1144.0 5124 4615 50.0 100.0 69.0 26 07 81.0 15.0 140 2273
1n 1006.0 12974 1462 520 76.0 46.0 32 0.0 50.0 148.0 150 221
P4 2 3975.0 5819.2 8313 100.0 2390 1340 24 146 1.0 75.0 300 1.1
4 6842.0 11,0733 1184.7 341.0 31.0 5100 55 63 944.0 46.0 99.0 222
5 1385.0 387.7 3465 100.0 9%.0 90.0 115 155 55.0 75.0 430 317
ms 01 2530 256.1 796 218.0 206.0 0.2 18 30 80.0 02 350 8.3
1 479.0 675.0 5543 920 71.0 0.2 03 27 150.0 3.0 420 370
R 111.0 418 351 220 0.0 3.0 11 04 290 80 0.1 4.3
All PMS* 8520 4828 1522 620 83.0 36.0 24 29 55.0 3.0 250 139
All KSs* 57.0 242 16.1 70 2.0 0.2 04 08 11.0 60 0.1 3.3
Controls 30.0-130.0 0.4-12.4 1.9-17.1 1.0-6.0 30-180 0.0-80 0.0-0.9 0.0-1.1 0.0-18.0 0.0-120 0.0-50 0.0-63
LA: lactate; 3-HB: 3-hydroxybutyrate; 3-HIB: 3-hydroxyisobuty FU: fi PYR: pyruvate; 2-OHB: 2-hydroxybutyrate; 2-M-2,3-DIHB: 2-methyl-2,3-dihydroxybutyrate; 3MGR: 3-
methylglutarate; 2-E-3HP: 2-ethyl-3-hydroxypropi 3MGC: 3 hylgh MAL: malate; TG: tiglylglydne.

* Indicate median values
Figura C.3

Il nostro studio mostra che l'analisi quantitativa del profilo degli acidi organici urinari rappresenta uno
strumento utile per il diagnosi di PMS e per la diagnosi differenziale con altre malattie ereditarie
associate a un profilo anomalo degli acidi organici. Il lavoro é stato recentemente pubblicato su rivista
scientifica (Semeraro M, Boenzi S, Carrozzo R, Diodato D, Martinelli D, Olivieri G, Antonetti G, Sacchetti
E, Catesini G, Rizzo C, Dionisi-Vici C. The urinary organic acids profile in single large-scale
mitochondrial DNA deletion disorders. Clin Chim Acta. 2018;481:156-160).



2 Disordini del ciclo dell’Urea e sindrome HHH

Un terzo filone di ricerca si e focalizzato sui difetti del ciclo dell'urea, con particolare riguardo alla
sindrome HHH (Hyperornithinemia-hyperammonemia-homocitrullinuria), una rara malattia
autosomica recessiva, causata da mutazioni nel gene ORNT1 (SLC25A15) che determina un’alterazione
nel pathway di degradazione dell'ornitina. [ pazienti presentano generalmente episodi di
iperammoniemia episodica o postprandiale, e persistente elevazione dell’ornitina plasmatica con
escrezione di omocitrullina e acido orotico. Le manifestazioni cliniche sono eterogenee, e includono
casi ad esordio con scompenso metabolico neonatale che possono mettere il paziente a rischio di vita,
e forme piu lievi con esordio in eta variabile. Generalmente il decorso clinico diventa piu stabile in eta
adolescenziale/giovane adulta, e il quadro clinico si caratterizza per la comparsa di una sindrome
atasso-spastica (atassia, alterazione della coordinazione fine e grossomotoria, ipertono agli arti
inferiori, aumento dei riflessi e clono) ad andamento lentamente progressivo. Il deficit motorio & di
severita variabile, e implica talora solo lievi alterazioni funzionali, fino alla perdita della
deambulazione in altri. Spesso, inoltre, & presente disabilita intellettiva di variabile severita, che
interessa principalmente le funzioni verbali e prassiche, la memoria di lavoro e le abilita di logica e di
astrazione. La fisiopatologia della disfunzione del tratto piramidale nella sindrome HHH non & del tutto
conosciuta, e studi elettrofisiologici sono stati condotti solo in piccole coorti. In letteratura sono
riportati occasionali alterazioni di potenziali evocati somato-sentitivi (PESS) e della velocita di
conduzione nervosa (ENG) (Lemay ] et al al. 1992; Debray FG et al 2008), mentre i potenziali evocati
motori (PEM) sono stati effettuati ancor piul raramente (Salvi S et al. 2001). Non sono disponibili, ad
oggi, dati di letteratura sul follow-up elettrofisiologico a lungo termine in questi pazienti, sebbene i
dati riportati in letteratura suggeriscano un’evoluzione lentamente peggiorativa del deficit motorio
legato alla disfunzione del tratto piramidale.

La dottoressa Olivieri ha avviato una revisione dei dati anamnestici, biochimici, elettrofisiologici e
neuroradiologici di 9 pazienti con sindrome HHH (eta media eta media 24.4+16.3) regolarmente
seguiti presso il nostro centro. Tale studio ha avuto l'obiettivo di valutare il coinvolgimento dei fasci
lunghi motori e sensitivi del SNC e il nervo periferico nella sindrome HHH, con l'obiettivo di definire
eventuali correlazioni tra i dati neurofisiologici, neuroradiologi e clinico funzionali. Il follow-up a
lungo termine ha avuto una durata media di 18.0+13.1 anni, durante i quali i pazienti sono
stati sottoposti alle seguenti valutazioni seriate:

-Esame obiettivo neurologico, valutazione funzionale motoria mediante Spastic Paraplegia
Rating Scale (SPRS).

-Valutazioni neurofisiologiche (condotte in 8 pazienti): comprensive di potenziali evocati
motori (PEM) arti superiori e inferiori, per lo studio del tratto motorio cortico-spinale;
potenziali evocati somato-sensoriali (PESS) arti inferiori, per lo studio delle vie ascendenti
somatosensoriali; velocita di conduzione nervosa (VCN) arti inferiori per lo studio del nervo
periferico.

-RMN encefalo (7 pazienti) e midollo spinale (6 pazienti).

[ principali dati clinici, neurofisiolgici e neuroradiologici a fine follow-up sono riassunti nella seguente
Tabella:



Segni neurologici Neurofisiologia (arti inferiori) RMN
Etaal
Pz# isabilita
el PEM PESS VeN ) )
follow- |il i bilita " o - n Atrofia cerebrale Atrofia
SPRS Segni | Romberg. Segni midollo
up (max 52) motoria spastica |piramidali| test iferi il riposo ilitazic
. TCCS) motoria Sopra Sub cor|
(anni) (rcem) | (reem) (TCcs) P Po | spinale
entoriale|tentoriale| calloso
1 53 borderline + +
™ 9 corsa - + - - + assente | assente [ rallentato | normale | normale
2 a4 lieve i +H + + +H
31 i +H + = = @ normale | normale | normale
M assistita
3 35 severa 2 non - . NV . - NV NV NV rallentat + - + +H
m deambulante o
4 34 borderline + + + +
E 13 | deambulante - + - - + assente | normale| normale | normale | normale
5 34 moderata + + +
E 20 | deambulante - + - - + assente | normale | normale | normale [ normale
6 29 i i + +
37 g + + = = +H assente normale | normale | normale
M assistita
7 12 borderline
F 4 corsa - + - - + normale | normale | normale | normale |normale
8 8 borderline
F 2 corsa = + = = = normale | normale | normale
9 9 no +
£ 1 corsa - + - - - assente normale | normale

A fine follow-up, tutti i pazienti presentavano segni piramidali e 3/9 avevano una chiara
paraplegia spastica. In nessuno dei nostri pazienti erano clinicamente rilevabili deficit
sensoriali di origine centrale. Segni di neuropatia periferica sono stati riscontrati in un solo
paziente. Inoltre 7/9 pazienti presentavano segni cerebellari (lievi o moderali) e 8/9 pazienti
una disabilita intellettiva di grado variabile.

[ dati elettrofisiologici hanno evidenziato un’alterazione dei PEM agli arti inferiori nell’'88%
dei pazienti esaminati, quando I'esame era eseguito in condizione di riposo muscolare, e nel
63% di essi, quando '’esame era eseguito in condizioni di contrazione volontaria (Figura 2.1).
Agli arti superiori, al contrario, i PEM sono risultati normali in tutti i pazienti.
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Figura 2.1PEM muscolo tibiale anteriore registrato a muscolo rilassato (rest), e in condizioni di contrazione volontaria
(facilitation), in pz con sindrome HHH (grigio) e in controlli sani (bianco).

I PESS hanno documentato risultati patologici in 3/8 pazienti, e valori borderline nei restanti
5/8 pazienti. Il valore medio dei PESS é risultato borderline (19.81+4.0 ms, v.n. 16.4+1.4
(+3DS=20.6). La VCN eé risultata nella norma in 7/8 pz, patologica in 1/8 paziente (valori non
evocabili).



La valutazione neuroradiologica ha documentato segni di atrofia cerebrale nell’88% dei
pazienti, a livello sopratentoriale (in 6/9 pazienti, di cui lieve in 3/6 e moderata in 3/6) e
cerebellare (in 6/9 pazienti, lieve) e segni di atrofia del midollo spinale nel 43% dei pazienti
(ovvero in 3/7 pazienti, di cui lieve in 1/3, moderata in 1/3, severa in 1/3). I dati
neuroradiologici di encefalo e midollo sono esposti nelle seguenti immagini (Figura 2.3 e 2.3):

Figura 2.2

Figura 2.3

In conclusione, questo lavoro ha documentato la prevalente disfunzione del tratto cortico-
spinale nella sindrome HHH. Lo studio neurofisiologico dimostra il prevalente coinvolgimento
delle vie motorie discendenti rispetto a quelle somato-sensitive ascendenti e al nervo
periferico. I PEM a riposo hanno mostrato valori maggiormente patologici rispetto alla
condizione di facilitazione e un trend peggiorativo all’aumentare dell’eta. I pattern



neurofisiologici osservati a riposo e in facilitazione per ogni pz sono vari e non correlano con
la severita clinica, indicando che i PEM, sebbene maggiormente sensibili rispetto alla RMN,
non possono essere utilizzati come score di severita clinica. I dati RMN confermano il
coinvolgimento delle vie corticospinali identificando un’evoluzione in senso atrofico delle
regioni sopratentoriali e del midollo spinale, evidenziando il frequente coinvolgimento
cerebellare. L'associazione di segni piramidali/spasticita agli arti inferiori, cerebellari,
disabilita intellettiva e possibile neuropatia periferica, pone l'indicazione a considerare la
sindrome HHH nell’ambito delle paraparesi spastiche ereditarie (HSP). Le somiglianze
fenotipiche con altri difetti degli aminoacidi della parte distale del ciclo dell’'urea, come
I'argininemia3 e il deficit di P5CS4,5, indicano possibili meccanismi fisiopatologici comune a
queste condizioni quali una disfunzione mitocondriale, un anomalo metabolismo dei composti
guanidinici e I'effetto di un difettoso riciclo dell’onitina a livello mitocondriale.

Questi risultati sono esposti in dettaglio nel lavoro di Olivieri et al. 2018 “Corticospinal tract
damage in HHH syndrome: a novel metabolic cause of hereditary spastic paraplegia”
attualmente in submission alla rivista scientifica Neurology. Gli stessi risultati sono stati inoltre
presentati come Poster al IX Congresso Nazionale SIMMESN (Catania, 21-23 Novembre 2018),
ricevendo il riconoscimento di “Miglior Poster 2018".

3 Definizione di Percorsi diagnostici nelle ipoglicemie

Questo ulteriore filone di ricerca, cui la dottoressa Olivieri ha contribuito, e stato dedicato a
definire il ruolo dei pannelli di sequenziamento genico “New Generation Sequencing (NGS)
nella diagnosi genetica dei casi di ipoglicemia persistente ad esordio pediatrico.

Lo studio ha coinvolto sessantaquattro pazienti, che sono stati suddivisi in 3 sottoclassi
diagnostiche, sulla base della probabilita di giungere a una diagnosi geneticamente definita,
secondo diversi approcci:

- gene candidato singolo (in 9/64 pazienti)
- geni candidati multipli (in 43/64 pazienti)
- nessun gene candidato (in 12/64 pazienti)

[ pazienti sono stati testati attraverso un pannello genetico personalizzato di 65 geni mirati,
che includevano 5 categorie di malattie: (1) ipoglicemia iperinsulinemica, (2) ossidazione
degli acidi grassi difetti e difetti di chetogenesi, (3) difetti di chetolisi, (4) malattie da
accumulo di glicogeno e altri disturbi dei carboidrati metabolismo e (5) disturbi mitocondriali.
[ dati molecolari sono stati confrontati con quelli clinici e biochimici.

La Figura 3.1 mostra la suddivisione dei pazienti nelle tre sottoclassi e espone i risultati
ottenuti in ognuna delle sottoclassi.



[ 64 patients with Hypoglycemia ]

I Clinical and Biochemical workup ]

G | Nofpt MG Nof pt NCG Nof pt
HI-HA 2 H 23 Non specific 12
GSO 1 1 MTP 1 | Mypoglycemda
GS0 I 1 MADD 2
HFI 5 Ketogeness defects 1
tot 9 Ketolysk defects 3
G505 9
o 1
Mitoc hondrial disorders 3
ot 43
NGS \
l 32 patients with variants l
v v v
5CG Proven diognosls MG Proven diog emptive diog nosis Tot NCG Proven diognosis
HIHA 2 ™ 3 10 Non specific a
hypoglycemia
GSD la 1 TP 1 0 1
GSO Ib 1
— 3 MADD 2 0 2
tot 7 Ketogenesis defects 1 0 1
Ketolyss defects 0 0 0
Gs0s B 0 4
P 1 0 1
Mitochondrial Disorders 1 1 2
ot 17 4 21

Figura 3.1

Una diagnosi comprovata é stata ottenuta nel 78% dei pazienti con sospetto di un singolo
gene candidato, nel 49% dei casi con piu geni candidati e nel 33% senza alcun gene candidato.
La resa diagnostica era del 48% per I'ipoglicemia iperinsulinemica, del 66% per i difetti della
ossidazione degli acidi grassi e per i difetti di chetogenesi, del 59% per le malattie da
accumulo di glicogeno e per gli altri disordini dei carboidrati e del 67% per i disordini
mitocondriali.

Questo approccio ha consentito di raggiungere una diagnosi geneticamente determinata in
circa il 50% dei pazienti in cui la valutazione clinica e di laboratorio non avevano permesso di
individuare un singolo gene candidato. Il ricorso alla NGS risulta meno dispendioso rispetto al
sequenziamento di piu geni in serie mediante tecnica Sanger. Questo lavoro ha dimostrato che
I'NGS e uno strumento efficace per la diagnosi di errori innati del metabolismo che si
presentano con quadri clinici di ipoglicemia persistente in eta pediatrica. Il lavoro e stato
recentemente pubblicato su rivista scientifica (Ponzi M, Maiorana A, Lepri F, Mucciolo M,
Semeraro M, Taurisano R, Olivieri G, Novelli A, Dionisi-Vici C. Persistent Hypoglycemia in
Children: Targeted Gene Panel Improves the Diagnosis of Hypoglycemia Due to Inborn Errors
of Metabolism. ] Pediatr. 2018; 202:272-78).



La dottoressa Olivieri inoltre:

-contribuisce alle attivita dell’'UOC di Patologia Metabolica connesse alla partecipazione
aregistri nazionali e internazionali.

- partecipa ad un Network Multidisciplinare dedicato a pazienti con Organico Aciduria e Difetti
del Ciclo dell'Urea da sottoporre a trapianto epatico o epato-renale. Tale progetto prevede la
stretta collaborazione di Chirurghi Epato-biliari, Nutrizionisti, Psicologi e Metabolisti con il Centro
Coordinamento Trapianti dell’Ospedale Bambino Gest, ed é volto a:

-identificare e iscrivere in lista di attesa di trapianto i pazienti idonei a tale trattamento,
-seguirli durante il follow up.

-definire i protocolli di trattamento e garantirne il continuo aggiornamento ed eventuale revisione dei
vari protocolli di intervento e della revisione continua dei dati di follow-up relativi alle patologie
trattate.

L'esperienza della nostra equipe consta attualmente di 23 trapianti di fegato e 1 trapianto di
fegato eseguiti presso il nostro ospedale in pazienti affetti da malattie metaboliche (eta 2-18
aa) dal 2009 al 2018, e 1 trapianto di rene eseguito presso Altra Sede ma seguito in follow up
presso il nostro servizio di Day Hospital. Il follow-up dei suddetti pazienti ha al momento una
durata media di 40 mesi. I pazienti comprendono:

-6 pazienti con acidemie organiche (4 pz con acidemia metilmalonica + 2 pz con acidemia

propionica)

-6 pazienti con difetti del ciclo dell’'urea (3 pz con aciduria argininosuccinica; 2 pz con deficit
ornitina transcarbamilasi, 1 pz con difetto di carbamil fosfato sintetasi)

-5 pazienti con MSUD

-6 pazienti con epatocarcinoma in HCC tirosinemia

- prende parte alle attivita assistenziali routinarie della Unita Operativa Complessa
di Patologia Metabolica, che prevedono: assistenza clinica in reparto e gestione del
servizio di Day Hospital inerente la gestione cronica delle malattie metaboliche, nonché
agli incontri dipartimentali di formazione e sviluppo.

3. Progetto Fratelli all'Arrembaggio di Tender to Nave Italia 2018

La dottoressa Olivieri ha infine contribuito alla stesura al progetto Fratelli all’Arrembaggio di Tender to
Nave Italia 2018, e vi ha partecipato come Project Manager.

Tale progetto € volto a valutare e a supportare gli effetti della presenza di un bambino con una malattia
cronica sull’assetto psicologico dei membri del nucleo familiare, con particolare riguardo al fratello
sano (siblings), mediante occasioni volte a favorire la consapevolezza, da parte del sibling, della sua
condizione e alla restituzione alla coppia fratello sano-malato di una dimensione non mediata dalla
problematica di malattia. La condizione del sibling e infatti particolarmente vulnerabile, in quanto
fortemente mediata da un senso di responsabilizzazione nei confronti del percorso futuro del fratello
malato e da sentimenti di colpa e/o di distanza emotiva. I genitori inoltre tendono a coinvolgere
eccessivamente il sibling nel sostegno e nella cura del fratello malato e mediano inconsapevolmente il



rapporto tra i fratelli. Il sibling tende a sacrificare cosi la propria individualita e assume atteggiamenti
adultomorfi per compiacere i genitori.

Il progetto Fratelli allArrembaggio di Tender to Nave Italia 2018 ha previsto una settimana a bordo del
brigantino della Marina Militare. Nella fase pre-imbarco sono stati effettuati incontri, individuali e di
gruppo, per conoscere le specifiche tematiche relativa di ciascuna patologia cronica presente
all"interno del gruppo utilizzando anche scale di valutazione specifiche. Lo scopo e stato quello di
fornire informazioni semplici, dettagliate e chiare, utilizzando supporti video, attivita collettive, ecc.
raccogliendo contemporaneamente informazioni sul vissuto individuale del sibling (espressione del
se', disagio). Ideazione e selezione di attivita di gruppo da svolgersi nella fase di imbarco, definizione
delle misure di outcome. Durante l'imbarco sono state effettuate attivita di gruppo volte
all'integrazione con l'equipaggio, attivita selezionate per mettere in luce specifici punti di
forza/debolezza di questi bambini

Nella fase post imbarco € previsto il re-test a distanza di quanto effettuato nella fasi pre-imbarco,
nonché la verifica dell’ efficacia del progetto sulle misure di outcome. Tale fase & al momento in corso
di organizzazione. Come avvenuto per I" imbarco avvento nell’anno 2016 e 2017, verranno utilizzati
strumenti validati di valutazione psicometrica e psicodiagnostica ed effettuata analisi statistica di
correlazione.

Gli strumenti psicodiasgnostici utilizzati nella fase pre impbarco e previsti nella fase post imbarco
sono: il CBLC (Child Behavior Checklist),un questionario psicodiagnostico autocompilativo che
valuta la presenza di problematiche emotivo/comportamentali e/o sociali, attraverso la
capacita di riconoscere le proprie abilita, il riscontro di tratti di “chiusura/isolamento” o
“apertura agli altri con modalita eccessiva/mal modulata”. un questionario di valutazione di
autostima (TMA), tuna scala di valutazione delle funzioni adattive ovvero le capacita sociali e
pratiche necessarie per funzionare bene nella vita di tutti i giorni (Vineland), test di qualita
della vita (SF-36, PedsQl), una scala di valutazione di efficacia dell'esperienza di "Campo
"(versione italiana del Pediatric Camp Outcome Measure), e un questionario specifico per la
valutazione dell’ esperienza/vissuto del sibiling relativamente alla malattia del fratello/sorella
(versione italiana del Pediatric Sibling Questionnaire). Quest ’anno abbiamo inoltre
somministrato, durante l'imbarco, un test ideato presso la nostra UOC. Si tratta di un
questionario articolato in 35 domande, specificatamente rivolte ai sibling, e che affronta in
maniera piuttosto esaustiva le fragilita di questa condizione in relazione ad un microambiente
familiare in cui si vive una malattia cronica.

Risultati: Ogni seduta di valutazione ha richiesto circa 90 minuti, dimostrando una buona
fattibilita e riproducibilita. I risultati ottenuti sono stati valutati a confronto con quelli ottenuti
con le stesse scale nei progetti degli anni precedenti.

La Scala Vineland ha mostrato risultati nella norma in tutti gli ambiti valutati per tutti i
ragazzi. Si osserva tuttavia una lieve caduta nel dominio della socializzazione nelle valutazioni
eseguite antecedentemente all’esperienza a bordo della nave, con un pieno recupero al T2. I
dati del 2018 mancano della elaborazione dei questionari al tempo T2; i prisultati al tempo T1
ricalcano quelli ottenuti negli anni precedenti.

Il test CBCL: ha riportato, nella scala delle competenze, una maggiore capacita di riconoscere
le proprie competenze sociali durante l'esperienza su Nave Italia, abilita in progressivo
miglioramento durante il follow up.( Nel 2017 il test non € stato somministrato durante
I'imbarco, ma i risultati del TO e T2 sono concordi con quanto emerso nel 2016. Tra i sintomi i



chiusura ed isolamento, abbiamo documentato una riduzione del ritiro sociale (- 15%) e dei
sintomi di somatizzazione durante l'esperienza sulla nave. Il ritiro sociale continua a
migliorare anche nel corso del follow up, mentre i sintomi di somatizzazione si riaccentuano.
Tra i sintomi di “apertura e non modulata espressione delle proprie emozioni, si nota invece
un trend in crescita degli atteggiamenti oppositivo/provocatori, in maniera analoga a quanto
emerso dalla valutazione dei dati del 2016 e del 2017. Questo peggioramento del
comportamento e piuttosto blando (+8%) ed e verosimilmente da correlare anche al
fisiologico impatto dell’eta adolescenziale sugli aspetti comportamentali.

Il PedsQL ha evidenziato un miglioramento della qualita della vita dei ragazzi, in relazione d
un miglioramento della loro capacita di interazione con i coetaei durante I'esperienza in barca.
E’ interessante notare come questo miglioramento non si mantiene durante il follow up

il Pediatric Sibling Questionnaire ha documentato un lieve miglioramento del trend della
qualita della vita in tutti i domini esaminati: fattori interpersonali (come capacita relazionale)
fattori intrapersonali (capacita introspettive) comunicazione (come apertura al confronto),
dopo 'esperienza di Nave Italia.

Il Sibling TEST ha evidenziato una fragilita maggiore nella scala inerente i fattori di
introspezione/proiezione del proprio vissuto.

Infine, il Pediatric Camp Outcome Measure, ha evidenziato un profilo tendenzialmente
comune ai ragazzi esaminati, ovvero la percezione di un‘autostima ai limiti bassi rispetto alla
media dei coetanei non siblings, e di un funzionameno sociale ed emozionale piu alto rispetto
alla media prevista per pari eta.

Sono inoltre in via disviluppo e di validazione scale specificamente disegnate per la misurazione
dell'esperienza del "Campus per siblings” (esperienza di gruppo al di fuori dell'ambiente familiare;
percezione della malattia del fratello/sorella). Tali scale, validiate all’ estero ma non Italia, vengono
utilizzate in diverse popolazioni pediatriche di siblings dove hanno dimostrando elevata affidabilita
inter e intra-osservatore in gruppi di bambini di eta' compresa trai 9 e i 23 anni, e i risultati hanno
dimostrato buona correlazione con quelli dei test psicometrici e di qualita della vita.

E’ intenzione della dottoressa Olivieri, e della equipe di lavoro che la affianca, rendere oggetto di
pubblicazione su rivista scientifica biomedica i risultati del progetto siblings-Nave Italia. L'outcome del
progetto dell’anno 2018 sara confrontato con quello dei progetti degli anni precedenti (2016 e 2017) e
i risultati rappresenteranno la base per applicare la stessa metodologia a gruppi pitt ampi di siblings.
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Background: Cobalamin C defect (Cbl-C) causes metilmalonic acidemia with
omocistinuria. The phenotipical spectrum is wide, ranking from early onset,
multisistemic and life-threatening forms to less severe late-onset ones. According to



international guidelines, parenteral idrossicobalamin (OH-Cbl) and oral betaine are the
only terapeutic molecules with a proven biochemical and clinical effect. Nevertheless,
no consensus has been reached so far regarding the dose adaptation during follow-up
(FU).

Aim of the study: To describe the biochemical profile in a multicentric cohort of cbl-C
patients. To assess the effect of an initial OH-Cbl dose escalation on plasmatic
homocysteine (tHcy) levels in a subgroup of patients.

Patients and methods: We report the 4-year-FU biochemical profile of 36 genetically
confirmed Cbl-C patients. Patients are under treatment with parenteral OH-CbIC,
betaine, and carnitine (in 32/36). The assessed biochemical profile includes plasmatic
tHcy, metionine (Met) and metilmalonic acid (MMA). In a subgroup of 12 patients an
initial OH-Cbl dose escalation is undertaken and its effect on tHcy levels
retrospectively evaluated. Results: In reason of the largely different biochemical and
clinical outcome, patients are divided into: group A -including 33 patients with classical
and early onset phenotype- and group B -including 3 late-onset patients showing a
surprisingly favorable clinical and biochemical outcome in response to treatment. In
group A biochemical profile shows (umol/L): tHcy 54.0£14.5 (n.r.<13); Met 26.0+15
(n.r. 10-50); MMA 27.4+37.7 (n.r. <7). 12/33 patients undergo OH-Cbl dose escalation:
9 (75%) improved their biochemical outcome, 2 remained stable (%), 1 worsened. On
the whole, Hcy mean value decreased from 64.4+17.2 to 50.9£17.0 (A% -20.4+23; p <
0.05). No clinical changes were detected.In group B patients show (umol/L): tHcy
13.0+£3.5, Met 35.7+17.8, MMA 3.3+2.5. Conclusion: Two different categories of CblC
patients are identifiable: the “responders”, who quite normalize their metabolic profile,
and the vast majority of Cbl-C patients, whose tHcy levels remain persistently high
despite treatment. In this last group OH-Cbl dose escalation shows a sensible, though
partial, beneficial effect on tHcy values. Futher multicentric studies on larger cohorts
are needed to identify the optimal dose adaptation during FU.
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