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Obiettivi principale (ed eventuali
obiettivi secondari) del progetto

1) determinazione della sequenza di
eventi che porta alla morte cellule uma-
ne con mutazioni del mtDNA mitocon-
driale associate a LHON e mutazioni nel
gene OPA1 associate ad ADOA

2) identificazione delle condizioni stres-
sogene in grado di mimare in-vitro gli
eventi osservati in-vivo, ed analisi dei
possibili determinanti nella espressivita
del quadro patologico

3) studio dei meccanismi di neuroprote-
zione attivati o attivabili in vari tipi cel-
lulari e invivo.

Breve sintesi delle conoscenze gia
disponibili sull'argomento

Le neuropatie ottiche ereditarie su base
mitocondriale sono delle patologie gene-
tiche, dovute a mutazioni sia del DNA mi-
tocondriale che nucleare, con le caratte-
ristiche del processo neurodegenerativo
specifico per determinate classi di neu-
roni (Carelli et al. Prog Ret Eye Res
2004;23:53-89). Le cellule target per la
neurodegenerazione sono le cellule gan-
glionari della retina, ['ultima stazione
cellulare che proietta il proprio assone
sul cervello, formando il nervo ottico. Le
due forme piti comuni, le cui basi gene-
tiche sono ora note, sono la Neuropatia
Ottica Ereditaria di Leber (LHON) e
I'Atrofia Ottica Autosomica Dominante
(ADOA). La LHON e dovuta a mutazioni
puntiformi del DNA mitocondriale che
colpiscono differenti subunita del com-
plesso T della catena respiratoria mito-
condriale (nucleotidi 11778/ND4,
3460/ND1 e 14484/ND6). L' ADOA & asso-
ciata a mutazioni che inducono aploin-
sufficienza nel gene OPA1, una proteina
dinamino-correlata coinvolta nei pro-
cessi di fissione/fusione e biogenesi del

network mitocondriale.

In entrambe queste patologie i pazienti
perdono la visione centrale in seguito ad
una progressiva (ADOA) o acu-
to/subacuta (LHON) degenerazione di
probabile natura apoptotica delle cellule
ganglionari della retina, come indicato
dall'assenza d'inflammazione e dal-
I'inefficacia di qualsiasi terapia, inclusi
gli steroidi. Le attuali conoscenze pato-
genetiche suggeriscono un deficit bioe-
nergetico e/0 un aumentato stress 0ssi-
dativo che predispongono le cellule ad
una pit facile attivazione dei meccani-
smi di morte apoptotica, che invivosi tra-
duce nella degenerazione preferenziale
delle fibre a piccolo calibro e scarsa mie-
linizzazione componenti il fascio papil-
lomaculare. La predisposizione alla mor-
te apoptotica sembra essere una via fina-
lecomune perlaLHON e |'ADOA.
Tuttavia la disfunzione mitocondriale
che sottende a questa predisposizione &
diversa nelle due patologie. Nella LHON
sono chiaramente documentati un defi-
cit della sintesi di ATP con i substrati del
complesso I e un incremento dello stress
ossidativo. Il conseguente deficit bioe-
nergetico puo alterare il trasporto asso-
nale della popolazione mitocondriale
lungo il nervo ottico, con conseguenze
patologiche prevalenti sulla parte ini-
ziale non-mielinica e quindi altamente
energia-dipendente. L' di stress ossidati-
vo pud invece avere molteplici conse-
guenze tra le quali una depressione nel-
le capacita di trasporto del glutammato
e una piu specifica sensibilita al danno
della componente mielinica del nervo ot-
tico. Nell'ADOA puo esserci un deficit del-
la sintesi di ATP, ed esperimenti di sop-
pressione genica di OPA1 indicano gravi
alterazioni morfologiche a carico delle
cristae mitocondriali, frammentazione
del network mitocondriale ed apoptosi.
La frammentazione del reticolo mito-
condriale potrebbe alterare 1'omeostasi
intracellulare degli ioni calcio, che rego-
lano vari eventi del processo apoptotico.
Quindi, una complessa interrelazione
tra deficit bioenergetico, stress ossidati-
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vo, eccitotossicita, organizzazione del
network mitocondriale nella cellula, li-
velli mitocondriali di calcio e apoptosi
cellulare entrano in gioco nel determi-
nare la degenerazione delle cellulare
ganglionari della retina. Questi sono an-
che i temi centrali in altre malattie neu-
rodegenerative, come il Parkinson dove
un difetto del complesso T ha un ruolo di
primo piano, la paraparesi spastica con
mutazioni nella paraplegina e difetto
del trasporto assoplasmatico, alcune for-
me di Charcot-Marie Tooth legate a mu-
tazioni nel gene della mitofusina, una
proteina analoga all'OPA1 implicata nel-
la fissione/fusione mitocondriale, e nel-
la sclerosi laterale amiotrofica, dove la
recente dimostrazione di un legame spe-
cifico tra SOD e Bcl-2 (Pasinelli et al.
Neuron 43: 19; 2004) sembra poter spie-
gare la predisposizione patologica al-
1"apoptosi dei motoneuroni spinali e cor-
ticali dei soggetti con forma familiare di
SLA associata a mutazioni della Cu-Zn-
SOD.

Quali nuove conoscenze/informa-
zioni il progetto si prefigge di pro-
durre?

L'approfondimento e la comprensione

dei meccanismi che, a partire da una
anomalia genetica nota, perturbando in
vario e subdolo modo la funzionalita mi-
tocondriale, conduce a quadri di morte

neuronale selettiva, e la identificazione

delle condizioni che ottenute da pazien-

tie portatori di 5 tipi diversi di mutazioni

del mtDNA associate a LHON. Sono gia a
state sviluppate nel laboratorio del re-

sponsabile della ricerca le linee di cibridi

da osteosarcoma contenenti le mutazio-

ni 11778, 3460, 14484, 14459, 13505, e

sono disponibili sempre nello stesso labo-
ratorio linee di cibridi di controllo carat-

terizzate sia a livello genetico (aplotipo)

chealivello funzionale.

Metodologia

Cibridi neuronali verranno ottenuti uti-
lizzando come cellule donatrici fiblo-
blasti da pazienti o di controllo enuclea-
ti dopo esposizione a citocalasina B (ci-
toplasti), che verranno fusi in con una
delle due linee neuronali precedente-
mente deplete del loro mtDNA. La deple-
zione verra ottenuta dopo esposizione a
rhodamina 123 per la linea NT2, dopo
esposizione a bromuro di etidio per la li-
nea SH-SY5Y. L'identita molecolare delle
linee cibride ottenute verra verificata di-
rettamente.

Accanto alle linee di cibridi, che garanti-
scono un output maggiore e costante di
materiale cellulare da utilizzarsi nei vari
esperimenti, verranno studiati anche i fi-
broblasti ottenuti dai pazienti, al fine di
verificare quali risposte siano diretta-
mente conseguenza dell'assetto geneti-
co mitocondriale, quali rappresentino
una caratteristica legata al genoma nu-
cleare, e quali infine siano conseguenza
del processo di cibridizzazione. Tnoltre, i
fibroblasti ottenuti dai pazienti sono le
uniche linee cellulari utilizzabili per lo
studio delle mutazioni del gene OPAl
diagnosticate nei pazienti con ADOA.
Infine la disponibilita di tessuto musco-
lare bioptico e di tessuto oculare e nervo-
so autoptico permettera indagini immu-
no-istochimiche atte a valutare il danno
ossidativo (nitrotirosina), e alcune atti-
vita enzimatiche (superossido-dismu-
tasi etc.) nel tessuto selettivamente affet-
to dal processo neurodegenerativo (reti-
naenervo ottico).

Parametri di funzionalita, sopravviven-
za emorte cellulare

Su tutti i tipi cellulari prima descritti ver-
ranno studiati i seguenti parametri:

1) crescita cellulare e consumo di ossi-
geno; 2) ATP totale; 3) trasporto del glu-
tammato, analisi funzionale e biomole-
colare presenza ed efficienza dei sistemi
di difesa antiossidanti sia solubili (GSH)
che enzimatici (catalasi, SOD, glutatio-

ne perossidasi e reduttasi); 4) produzio-
ne di ROS e presenza di modificazione
proteiche ROS dipendenti (e.g. nitrosila-
zione); 5) equilibrio o disequilibrio dei
fattori pro- e anti-apoptotici; 6) morfo-
logia del network mitocondriale e dina-
mica degli eventi di fissione/fusione; 7)
dinamica e distribuzione del calcio in-
tracellulare; 8) numero medio di mole-
cole di mtDNA/cellula nelle diverse linee
testate

Condizioni stressogene

Leseguenti condizioni, note come in gra-
do di indurre uno stato di stress metabo-
lico 0 verosimilmente in grado in parti-
colari circostanze di determinarlo, ver-
ranno testate:

—sostituzione nel mezzo di coltura del
glucosio con il galattosio

—esposizione a glutammato (per le linee
NT2, sensibili al glutammato in quan-
to dotate di recettori)

—esposizione a testosterone

—esposizione a agenti depletori di GSH
(BSO) o neurotossine

Nelle varie condizioni verranno monito-
rati i parametri pit significativi tra quel-
li sopra elencati, con |'obiettivo di deter-
minare per ogni linea e per ogni condi-
zione

a) la sequenza di eventi culminanti in
morte cellulare con riferimento a quelli
che determinano lascelta delle modalita
necrotica o apoptotica

b) la morfologia del network mitocon-
driale e 1a relazione con le modalita di
morte cellulare in atto

¢) le modalita di difesa messe in azione
dalle cellule delle varie linee testate

d) i markers pit efficienti in grado di mo-
nitorare la catena di eventi.

Meccanismi di neuroprotezione

Verranno testate condizioni o sostanze
in grado di fornire neuroprotezione. Tra
gli altri verranno testati glutatione, mi-

ANNUARIO SCIENTIFICO 2003-2004



RICERCHE MINISTERIALI FINALIZZATE 2004 - (RAZIONALI)

toQ, idebenone e altri antiossidanti, co-
me trolox o spin trap agents, nelle linee
NT2, sensibili al glutammato, verra te-
statala memantina

Correlazione genotipo/fenotipo e analisi
dellaespressivita clinica

Verra studiata una ampia popolazione
di soggetti e famiglie con LHON e ADOA,
con una registrazione delle condizioni
associate allo svilupparsi della patolo-
gia, 'influenza di possibili modificatori
genetici e ambientali, al fine di definire i
fattori che determinano la variabilita del-
la penetranza e la tessuto specificita che
accomunalaLHON e laADOA.

Trasferibilita dei risultati e dei pro-
dotti

L'approfondimento e la comprensione

dei meccanismi che, a partire da una

anomalia genetica nota, perturbando in

vario e subdolo modo la funzionalita mi-
tocondriale, conduce a quadri di morte

neuronale selettiva, e la identificazione

delle condizioni che favoriscono o acce-

lerano tale processo patologico o vice-

versa lo rallentano o contrastano, han-

no ricadute che vanno ben oltre il conte-

sto di malattia specifica nel quale lo stu-

diosi compie.

[ risultati di questa ricerca potranno esse-
re facilmente traslati a malattie ben pit

diffuse della LHON o della ADOA, quali

PD, SLA, CMT, che presentano scenari

con rilevanti parallelismi sul piano dei

meccanismi patogenetici, e che quindi

con le prime possono condividere molti

dei passaggi cruciali e delle possibili solu-
zioni in termini di trattamento o preven-

zione.

Valore aggiunto dell'aggregazione
tra soggetti diversi che partecipa-
no al progetto

Le U.0. partecipanti sono gia impegnate
in una collaborazione caratterizzata da
complementarieta e efficienza, come di-

mostrato dalla quantita e qualita della
produzione scientifica. La consolidata
esperienza nella creazione e manipola-
zione di cibridi acquisita dalla U.0.
IRCCS Medea, permette grazie alla am-
pia popolazione di soggetti con muta-
zioni LHON (monitorata presso le U.0.
Neurologia Bologna e Milano), sia diret-
tamente che grazie a collaborazione con
gruppi europei, di poter disporre di un
ampio numero di linee testabili dal pun-
to di vista funzionale e biochimico, con
particolare attenzione ai meccanismi di
induzione e regolazione di stress ossida-
tivo e apoptosi (U.0. Biologia Bologna),
di eccitotossicitd e neuroprotezione
(U.0. Milano Bicocca). Il tutto stretta-
mente controllato sul piano molecolare
(U.0. Milano Policlinico), anche grazie
ai risultati di analisi su microarrays ef-
fettuati presso il laboratorio collaboran-
te del Prof. Cortopassi (UC Davies).

Articolazione

Fase 1: raccolta della casistica e dei tes-
suti, prima sistematizzazione con anali-
si dettagliata delle possibili correlazioni
genotipo/fenotipo  (U.0. Neurologia
Bologna e Policlinico Milano)

Oltre 60 gruppi familiari LHON portatori
sia delle mutazioni classiche ai nucleo-
tidi 11778/ND4, 3460/ND1, 14484/ND6
del DNA mitocondriale, che di mutazio-
ni piti rare recentemente descritte.
Inoltre, sono stati diagnosticati anche al-
cuni gruppi familiari con ADOA portato-
ri di specifiche mutazioni nel gene
OPA1, alcune delle quali gia riportate in
letteratura, altre nuove. Tutti questi pa-
zienti vengono caratterizzati clinica-
mente e molecolarmente, sia in termini
di mutazioni patogene che di aplogrup-
po mitocondriale. Verra inoltre costruito
un database comune nel quale possono
essere sistematicamente registrate oltre
alle caratteristiche cliniche e molecola-
ri dei pazienti, anche tutte le informa-
zioni che possano permettere ['identi-

ficazione di parametri predittivi di peme-

tranza e espressivita delle varie mutazio-
ni patogene.

Tutti i nuovi pazienti verranno sottopo-
sti, previo consenso informato, a prelie-
vo bioptico cutaneo per 1'isolamento di
fibroblasti.

Fase 2: costruzione delle linee cellularie
la verifica del loro status funzionale di
base (U0 Medea, U.0. Biologia Bologna,
U.0.Neurologia Milano Bicocca),

Creazione e stabilizzazione delle linee di
ibridi citoplasmatici (cibridi) da osteo-
sarcoma: Fibroblasti verranno ottenuti
previo consenso informato mediante
biopsia cutanea da pazienti con quadro
clinico LHON o LHON-plus, portatori di
mutazioni LHON non affetti, individui di
controllo. Le colture, verranno diretta-
mente utilizzate o saranno destinate ad
enucleazione (King & Attardi, Meth
Enzymol. 264: 304; 1996). Per la crea-
zione di linee cibride, i citoplasti cosi otte-
nuti verranno fusi in DMSO-PEG con cel-
lule rho®. La successiva crescita in me-
dium selettivo permettera 1'isolamento
di cloni di cibridi che verranno sottopo-
sti ad analisi molecolare (UO Neuro-
logia Bologna) per confermare I'iden-
tita genetica acquisita. Nel corso del
mantenimento delle linee verra periodi-
camente controllata I'identita moleco-
lare e il contenuto relativo di mtDNA.

Creazione e stabilizzazione delle linee
rho® neuronali: Le linee neuronali uma-
ne NT2 e SH-SY5Y verranno sottoposte a
trattamento cronico con bromuro di eti-
dio, con rodamina 123 o con altre so-
stanze in grado di determinare deplezio-
ne selettiva di mtDNA, con 1'obiettivo di
isolare cloni interamente deprivati di
mitDNA.

Creazione e stabilizzazione delle linee di
cibridi neuronali: Utilizzando NT2 o SH-
SY5Y reserho® come ospiti verranno cre-
ati, con lo stesso metodo utilizzato perla
linea di osteosarcoma, cibridi neuronali
con le diverse varianti di mtDNA. Non es-
sendo qui possibile la doppia selezione

ANNUARIO SCIENTIFICO 2003-2004



RICERCHE MINISTERIALI FINALIZZATE 2004 - (RAZIONALI)

(Uridina e Br-Desossiuridina), la sicu-
rezza sulla identita nucleare dei cibridi
verra ottenuta mediante diretto control-
lo molecolare utilizzando polimorfismi
specifici.

Determinazione dei parametri funzio-
nali su linee sperimentali e di controllo:

Vitalita in mezzo standard e selettivo. La
vitalita di fibroblasti o cibridi verra mo-
nitorata in funzione del tempo di incu-
bazione nel medium standard (gluco-
sio 4.5¢/1), sia in medium privo di glu-
cosio/contenente galattosio sia nel mez-
7o glucosio in presenza di ImM BSO
(condizioni di stress);

Capacita di respirazione anche dopo
pre-incubazione con I'inibitore del
Complesso I rotenone. La respirazione
cellulare verra misurata monitorando
direttamente il consumo di ossigeno in
medium contenente piruvato. La mede-
sima valutazione verra ripetuta dopo
pre-incubazione delle cellule per 4 ore
in rotenone per testare la resistenza delle
singole linee a questo inibitore specifico
del complesso

[ livelli di GSH e GSSG saranno misurati
con il metodo enzimatico (Floreani,
Free Rad Res 26: 449; 1997); |'attivita del-
la glutatione reduttasi verra misurata
con la procedura enzimatica accoppiata
a glutatione reduttasi (Prohaska, ]
Neurochem 27: 1379, 1976), la glutatio-
ne reduttasi con il metodo di Carlberg (J
Biol.Chem 150:5475; 1975 ), la catalasi
con il metodo di Aebi (Meth Enzymol
105: 121;1984), e la SOD con il metodo
di Oberlay (Meth Enzymol 105: 457,
1984). T livelli cellulari di ATP verranno
determinati utilizzando il metodo della
luciferina-luciferasi, utilizzando il
BioOrbit ATP monitoring kit.

Dinamica e distribuzione del calcio libe-
ro cellulare in linee patologiche e di con-
trollo.

La concentrazione di calcio libero cito-
solico nei fibroblasti ADOA verra valuta-
ta con la sonda fluorescente Fura-2, in

condizioni basali, mentre 1'entita del de-
posito del reticolo endoplasmico verra
misurata dopo aggiunta di tapsigargina,
inibitore delle SERCA. I livelli di calcio
nei mitocondri verranno determinati do-
po trastezione dei fibroblasti con aequo-
rina ricombinante indirizzata ai mito-
condri (in collaborazione con il prof.
Rosario Rizzuto, Universita di Ferrara).

Efficienza dei trasportatori del glutam-
mato nelle varie linee cellulari parentali
o ripopolate con mitocondri con mtDNA
mutato o di controllo. Il trasporto di glu-
tammato sodio-dipendente ad alta affi-
nita e stato calcolato come differenza tra
le disintegrazioni per minuto (dpm), ot-
tenute in presenza e in assenza di sodio,
ed espresso come picomoli di glutam-
mato/mg di proteine/30 minuti. La con-
centrazione proteica verra determinata
mediante metodo di Bradford.

Fase 3: Valutazione del morfologia del
network mitocondriale e del numero me-
dio di molecole di mtDNA/cellula nelle
diverse linee testate (U.0. Biologia evo-
luzionistica Bologna e U.0. Neurologia
Policlinico)

Lamorfologia mitocondriale verra valu-
tata sia nei cibridi/fibroblasti LHON che
nei fibroblasti ADOA incubati in glucosio
(con o senza BSO) o in galattosio, cari-
cando le cellule con MitoTracker Red. La
velocita della fusione mitocondriale ver-
ra determinata dopo trasfezione delle cel-
lule con una GFP fotoattivabile indiriz-
zata ai mitocondri, in collaborazione
con R.YJoule, Bethesda, mediante mi-
croscopia confocale, usando il software
Metamorph/Metafluor ~ (Karbowski M.
etal.,]. Cell Biol. 2004, 164,493-499).

La velocita di fusione verra determinata
anche dopo trasfezione dei fibroblasti ADOA
conil gene OPAlwte con il dominante ne-
gativo del gene di Drp1 (Drp1-K38A) che
impedisceil processodifissione.

La proporzione di mtDNA per cellula sia
sufibroblasti che cibridi verra testata me-
diante quantitative PCR con primers spe-

cifici.

Fase 4: valutazione delle modificazioni,
rispetto alle condizioni basali, a livello
di difese antiossidanti e di equilibrio dei
fattori pro- e anti-apoptotici indotte nel
modello cellulare da condizioni di stress
e di neuroprotezione. (U.0. Medea, U.0.
Biologia Bologna, U.0. Neurologia
Milano Bicocca).

La presenza, l'entita, e la sequenza tem-
porale degli eventi cellulo-lesivi in linee
parentali e cibride sia in condizioni basa-
li che di stress verranno analizzate in
questa fase.

Il variare del rapporto intracellulare
GSH/GSSG, ritenuto un sensibile marker
dell'efficienza delle difese antiossidanti
della cellula verra monitorato nelle va-
rie condizioni con il metodo enzimatico.
Analogamente verranno rilevate le pro-
porzioni di residui di tirosina nitrosilata
nei vari compartimenti cellulari. Le cel-
lule verranno raccolte ed i mitocondri in-
tatti verranno separati. Le proteine con-
tenute nei mitocondri isolati e nella fra-
zione citoplasmatica verranno separate
in SDS-PAGE, trasferite su membrana in
nitrocellulosa e esposte a anticorpi anti-
nitrotirosina. La presenza e la quantita
di residui tirosina nitrosilati verra quan-
tificata con un sistema di analisi di im-
magini.

I medesimi parametri verranno poi valu-
tati in presenza di:

- condizioni 0 sostanze potenzialmente
precipitanti il danno cellulare: inibitore
dellasintesi di GSH (BSO), esposizione a
testosterone, a glutammato (per le linee
NT2), crescita in galattosio, deplezione
parziale di mtDNA.

- condizioni o sostanze potenzialmente
in grado di garantire protezione. Tra gli
altri verranno testati: glutatione, MitoQ,
idebenone, memantina,

Verra studiato se 1'eventuale deficit ener-
getico possa influenzare il tipo di morte
a cui vanno incontro i cibridi/fibroblasti
LHON nel mezzo galattosio.
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Infatti, nonostante il significativo rila-
scio del citocromo ¢ dai mitocondri, non
e stata rilevata alcuna attivazione della
caspasi-3 . Dal momento che la morfo-
logia nucleare dei cibridi LHON & di tipo
apoptotico e si € osservato DNA ladde-
ring, e possibile che si tratti di un tipo di
morte caspasi-indipendente.

II coinvolgimento di un processo auto-
fagico con intervento di proteasi lisoso-
miali tipo catepsine, verra definito deter-
minando se la sopravvivenza cellulare
sia significativamente aumentata dalla
preincubazione con inibitori specifici
(pepstatina A, E-64, etc.) . L'eventuale ri-
lascio di catepsine nel citoplasma, verra
analizzato mediante immunofluore-
scenza.

Se invece gli inibitori delle catepsine ri-
sulteranno inefficaci, analizzeremo il
possibile coinvolgimento di AIF ed En-
donucleasi G, verificando il loro rilascio
dai mitocondri nel citoplasma, determi-
nando i livelli nelle frazioni citosoliche e
mitocondriali isolate dai cibridi LHON
incubati in galattosio, mediante immu-
noblotting ed immunofluorescenza.

Lo studio del trasporto di glutammato
verra effettuato a livello basale, per valu-
tare lacinetica di trasporto a diverse con-
centrazioni di glutammato extracellu-
lare, e dopo esposizione agli agenti neu-
roprotettivi previsti nella ricerca, per va-
lutare 1'eventuale modulazione farma-
cologica di questo parametro, mante-
nendo una concentrazione di glutam-
mato di riferimento.

Verra infine studiata l'espressione dei tra-
sportatori e una loro eventuale modifi-
cazione ossidativa. Quest'ultimo punto
verra effettuato mediante immunopre-
cipitazione di EAAT1 e immunoblot con
un anticorpo specifico contro gli addotti
della 4-idrossinonenale, un noto pro-
dotto di perossidazione lipidica. Infine i
composti neuroprotettivi impiegati dalle
altre unita verranno testati per verificare
una eventuale modulazione del traspor-
todi glutammato.

Fase5

Sperimentazione dell'effetto di sostanze
conferenti protezione: L'effetto di so-
stanze e condizioni potenzialmente pro-
tettive dallo stress ossidativo e dalla mor-
te apoptotica verra testato nelle diverse
condizioni genetiche e nei vari contesti
cellulari (fibroblasti, cibridi da osteosar-
coma, linee neuronali). Le cellule sa-
ranno preincubate con le diverse mole-
colee poi mantenute in galattosio oppu-
re trattate con BSO per tempi definiti. La
vitalita sara determinata mediante il sag-
gio spettrofotometrico del MTT e la mor-
te mediante conta dei nuclei condensa-
ti, marcati con Hoechst; composti neu-
roprotettivi verranno testati per verifica-
re una eventuale modulazione del tra-
sporto di glutammato.

Output del programma
Prodotti

- Database integrato di dati clinici e mo-
lecolari relativo alla pitt ampia popola-
zione italiana con LHON 0 ADOA

- Collezione di linee immortali di cellule
umane con mutazioni patogeniche del
mtDNA caratterizzate siasul piano mole-
colare che funzionale.

- Linee immortali neuronali umane de-
plete di mtDNA (rho®), disponibili per
la creazioni di cibridi con diverse tipolo-
gie genetiche di mtDNA.

Informazioni

- Informazioni su condizioni che in si-
tuazioni di accentuata suscettibilita ge-
neticamente determinata od acquisita
possono condurre ad attivazione di dan-
no neuronale selettivo

- Informazioni su sostanze e condizioni
che possono rappresentare elementi di
protezione nei confronti delle condizio-
nidicuisopra

Obiettivi intermedi previsti

- caratterizzazione funzionale delle li-
nee da osteosarcoma con tutte le diverse
mutazioni patogene e le varianti poli-
morfe pil comuni

- creazione e stabilizzazione delle linee
neuronali con il medesimo repertorio di
varianti del mtDNA

- strutturazione del database clinico-
molecolare
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