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Razionale dello studio

Le alterazioni mitocondriali hanno un
ruolo importante nella fisiopatologia di
molte malattie neurodegenerative, es-
sendo connesse a fenomeni quali deficit
energetico, stress ossidativo ed eccitotos-
sicita. In queste patologie le cellule ner-
vose sono cronicamente esposte a livelli
abnormemente elevati di specie reattive
dell'ossigeno (ROS), che derivano prin-
cipalmente dalla disregolazione della fo-
sforilazione ossidativa mitocondriale.
L'accumulo di ROS ed il deficit energeti-
co ostacolano il trasporto intracellulare
di glutammato. Tale aminoacido si accu-
mula nello spazio intersinaptico e pro-
voca una continua stimolazione dei re-
cettori che puo determinare morte cellu-
lare con meccanismo apoptotico.

La presente ricerca si concentra su due
patologie neurodegenerative relativa-
mente rare, ma contraddistinte da un
quadro clinico altamente debilitante e
inesorabilmente progressivo, considera-
te le attuali terapie disponibili: la Neu-ro-
patia Ottica Ereditaria di Leber (LHON) e
la Sclerosi Laterale Amiotrofica (ALS).
Inentrambe queste malattie si viene a de-
terminare una alterata funzionalita mi-
tocondriale, seppur con meccanismi di-
versi. Inoltre, le cellule nervose che dege-
nerano nella LHON e nella ALS, ovvero ri-
spettivamente le cellule ganglionari del-
laretinae i motoneuroni delle corna an-
teriori del midollo spinale e della cortec-
cia motoria, sono cellule altamente sen-
sibili alla tossicita da glutammato. La
LHON ¢ una malattia ad eredita matrili-
neare, che si & dimostrata essere causata
da una serie di mutazioni del complesso
I della catena respiratoria mitocondria-
le. Nonostante questa evidente causa ge-
netica, la fisiopatologia della degenera-
zione delle cellule ganglionari rimane
relativamente sconosciuta.

LaALS non e una malattia mitocondria-
le, ma numerose evidenze supportano la
presenza di alterazioni mitocondriali sia

nei pazienti con la forma familiare che

sporadica della malattia. Queste altera-
zioni potrebbero essere conseguenti ad
un aumentato stress ossidativo primiti-
vo, come suggerito dai casi di ALS fami-
liari associati a mutaziono pro-ossidanti
dell'enzima rame/zinco superossido di-
smutasi (SOD1). In questo studio, che si
pone come continuazione della ricerca
condotta nel 2002, ci si propone di ana-
lizzare le interazioni patogenetiche tra
stress ossidativo ed eccitotossicita utiliz-
zando delle linee cellulari transmito-
condriali, chiamate anche ibridi cito-
plasmatici oppure cibridi (cybrids).
Queste linee cellulari derivano dalla fu-
sione di cellule prive di DNA nucleare,
ma contenente DNA mitocondriale pro-
venienti da pazienti (nel nostro caso fi-
broblasti enucleati) con cellule riceventi
private di mitocondri in quanto esposte
abasse concentrazioni di bloccanti della
replicazione del DNA (dette cellule rho
Ze10).

Obiettivi della ricerca

L'utilizzo dei cybrids & stato utilizzato
per dimostrare I'influsso di una alterata
funzionalita mitocondriale sui processi
cellulari, in particolare il trasporto di
glutammato ad alta affinita, la produ-
zione di ROS endocellulari e mitocon-
driali ed i livelli intracellulari di ATP T ri-
sultati finora ottenuti per quanto riguar-
da la LHON permettono di ipotizzare un
reale coinvolgimento della tossicita da
glutammato nella patogenesi della ma-
lattia. Infatti il modello di cybrids utiliz-
zato esprime in misura maggiore lo stes-
so trasportatore che & responsabile del re-
uptake di glutammato nella neuroreti-
naumana.

Tale ipotesi, se ulteriormente avvalorata,
comporterebbe una novita importante
nel panorama internazionale della ri-
cercasulla LHON. Infatti tale quadro pa-
togenetico avrebbe possibili implicazio-
ni terapeutiche, in quanto esistono nella
pratica clinica dei farmaci con proprieta
anti-eccitotossiche.
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Gli sviluppi della ricerca prevedono |'ef-
fettuazione di studi di RT-PCR e Western
Blotsulle linee cybrids, in particolare per
EAAT1, per evidenziare se il diminuito
trasporto potrebbe essere ricondotto ad
una down-regolazione di questo tra-
sportatore nei pazienti LHON. Un ulte-
riore approfondimento prevede tecniche
di biotinilazione e analisi della quantita
di trasportatore presente in membrana.
Inoltre si prevede 1'utilizzo di ulteriori
tre linee di cybrids provenienti da pa-
zienti LHON, una per ogni mutazione
del complesso I, sulle quali compiere le
analisi biochimiche e funzionali sopra
citate. In questo modo si otterrebbero un
totale di sei linee di cybrids provenienti
da pazienti LHON, due per ogni muta-
zione del complesso I. Per quanto ri-
guardalaALS, glistudisul modello in vi-
tro hanno permesso di chiarire che la
compromissione del trasporto di glu-
tammato associato alla mutazione
SOD1 non e reversibile con il trattamen-
to anti-ossidante, mentre quest'ultimo &
in grado di preservare e proteggere
I'omeostasi mitocondriale. La creazione
dei cybrids a partire dai pazienti ALS per-
metterebbe di verificare se il trasporto di
glutammato e 'espressione dei traspor-
tatori del glutammato sia influenzata
dalle alterazioni mitocondriali presenti
nelle forme sporadiche della malattia.
Questo dato & particolarmente impor-
tante, considerato il fatto che non é chia-
rita la ragione per cui nei pazienti ALS
sporadici si assiste ad una down-
regolazione del trasportatore EAAT2.

La creazione dei cybrids ALS, finora rive-
latasi di difficile realizzazione, rimane
un obiettivo primario di questa ricerca. A
questo proposito, ci si propone I'utilizzo
della linea cellulare NT2, la quale e gia
presente come linea cellulare stabile
presso il laboratorio del dott. Tan Holt
presso la University of Cambridge ed é dif-
ferenziabile sia in neuroni che in astro-
citi funzionanti ed esprimenti i traspor-
tatori del glutammato EAAT1-2, dopo
esposizione ad acido retinoico.

La creazione di cybrids utilizzando le cel-
lule NT2 7ho zero ¢ possibile mediante
I'utilizzo di colture di fibroblasti umani
provenienti da pazienti ALS e da soggetti
controllo, entrambi presenti nel nostro
laboratorio. Considerando quanto sopra
esposto, si sono stabiliti accordi per un
eventuale soggiorno presso il laborato-
rio inglese per un periodo da stabilirsi.
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