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Sclerosi Laterale Amiotrofica: SOD1 é implicata ndanno cellulare anche nei casi sporadici

La Sclerosi Laterale Amiotrofica (SLA) € una patpé multifattoriale neurodegenerativa caratteriazaalla
perdita progressiva dei neuroni motori. Nel 20%adssi la modalita di presentazione & familiare sthéa corre-
lata a specifici fattori genetici predisponenti.| 286 dei casi familiari di malattia sono state itliitate muta-
zioni nel gene sodl, che determinerebbero l'aczjoisé di proprieta tossiche da parte della protemaata.
Alterazioni analoghe sono state evidenziate, megliBanalisi di tessuti nervosi autoptici di paziesporadici,
anche nella proteina wild-type (wt) sottoposta andaossidativo. | tessuti periferici, in particaarlinfociti, di
pazienti affetti da SLA, si sono dimostrati modaltiidabili delle alterazioni fisiopatologiche delimalattia, eli-
minando la variabilita dei dati dovuta alla degdae post-mortem dei tessuti dei pazienti. || rmstudio,
mediante I'analisi dei linfociti periferici, ha paesso di evidenziare la presenza di proteina SOD&sitlata ed
alterata anche nei pazienti con forma sporadicaatittia e di valutarne I'espressione nei diveesnpartimenti
cellulari. Dalla correlazione dei dati biologicirtd parametri clinici € emerso come una diversallazazione
intracellulare della proteina SOD1 possa influeazardurata della patologia.

Amyotrophic Lateral Sclerosis: SOD1 is also invotin sporadic cases’ cellular damage

Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is a multifadtd pathology characterized by a progressive tifssio-
tor neurons. In 20% of cases the presentationnilif and it is related to specific and predispgsgenetic
factors. Mutations in sod1l gene have been idedtifie2% of familiar cases which are likely to catise mu-
tated protein to gain toxic properties for cellhieTanalysis of post-mortem nervous tissues of soral S
patients showed that oxidized SOD1 wild type (wbtpin has the same alterations as the mutatedSpe.
radic ALS patients’ peripheral tissues, especibltyphocytes, have been demonstrated as reliableinad
pathophysiological alterations of the disease #&mdr tuse leads to remove the variability of date ¢t post
mortem degradation of the tissues. Our study, tinoperipheral lymphocytes’ analysis, demonstrabes t
presence of misfolded and oxidized SOD1wt proteisporadic ALS cases as well and examines its expre
sion in cellular compartments. The correlation kestw biological data and clinical parameters showas h
different SOD1 localizations could influence disedsiration.
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Introduzione

Sclerosi Laterale Amiotrofica

La Sclerosi Laterale Amiotrofica (SLA) € una patpéoprimitiva del Sistema Nervoso Centrale carat-
terizzata da una selettiva e progressiva degememziei neuroni motori. E una malattia rara, con
un'incidenza di 1.5-2.7 nuovi casi/anno ogni 100,@bitanti [1] ed una prevalenza di 2.7-7.4 casi
ogni 100,000 abitanti. L'eta media d’esordio & 64ia la prognosi, inesorabilmente infausta, preved
una sopravvivenza media di 30 mesi [2-4]. La carigtica clinica della SLA consiste nella contempo-
ranea presenza di segni clinici di interessamenfmricho e secondo motoneurone [5-6], sebbene la
pratica clinica abbia fatto emergere I'esistenzardestesa eterogeneita di presentazione di nalatti
Chio et al., in seguito ad uno studio di popolagiomanno individuato otto fenotipi clinici di SLA:
classico, bulbare, flail arm, flail leg, piramidatespiratorio, Pure Lower Motor Neuron (PLMN), Pu-
re Upper Motor Neuron (PUMN) [7]. Il nostro studia previsto una suddivisione della nostra casisti-
ca di pazienti nei fenotipi clinici sopracitati.oltre, la somministrazione della ALS Functional iRgt
Scale-Revised (ALSFRS-R) [8] ai pazienti ci ha pesep di quantificarne la disabilita e valutarne la
progressione della patologia. La forma sporadicenaliattia (SSLA) comprende il 90-95% dei casi,
mentre nel 5-10% dei casi la presentazione é faraikd & correlata a specifici fattori geneticijuke

siti come caratteri autosomici dominanti. | lochgéci attualmente associati alla SLA sono 13 [#] e
loro individuazione ha reso possibile la creazidnmodelli cellulari e murini transgenici, attraseri
quali vengono studiati i meccanismi sottesi alldattia.

Nel 1993 sono state identificate le prime mutazibligene sodl in casi familiari di malattia [10].
gene sodl, situato sul cromosoma 21922, codifical peincipale enzima antiossidante della cellula
eucariota e permette la dismutazione dell’aniormerassido (@) in ossigeno molecolare {§@ pe-
rossido di idrogeno (}D,). La proteina SOD1 mutata risulta tossica pereléuta, non per la perdita
della fisiologica funzione antiossidante, ma pacdjuisizione di proprieta tossiche [11]. In patice,

la SOD1 mutata acquisirebbe una forte instabititdtteirale con conseguente interazione con substrat
non convenzionali o impropri e formazione di raditideri in eccesso, e/o andrebbe incontro ad un
errato misfolding con successiva aggregazionensgdfno del citoplasma cellulare [12-13]. Studi re-
centi hanno dimostrato la presenza di aggrega&iaid1 wild type (SOD1wt) anche a livello di tessuti
nervosi autoptici di pazienti affetti dalla formaosadica di malattia [14]. La SOD1wt, infatti, suib-

sta a danno da stress ossidativo, tenderebbe atiaede medesime proprieta nocive della proteina
mutata [15]. Tali dati portano, quindi, ad ipotimzaina comune via patogenetica SOD1-mediata delle
due forme, familiare e sporadica, di malattia. Uteriore supporto a tali considerazioni deriva
dall'evidenza di come le due forme di SLA sianmicamente indistinguibili [16-17].

Altri fattori concorrono al danno cellulare nellatpgenesi della malattia: un aumento dello stress
ossidativo e un’aumentata sensibilita a tale ilmso#i pazienti rispetto ai controlli sani [18-2¢,
presenza di aggregati citoplasmatici che deterrabiigro un probabile sequestro di molecole cru-
ciali per la cellula [21], disfunzione dei mitocon¢l2], eccitotossicita da alterata espressione di
trasportatori del glutammato [23], alterazioni thelsporto assonale [24], deficit di fattori neuoatr
fici [25] ed alterazioni inflammatorie [26]. Ad opta diagnosi di SLA e clinica, dal momento che
non sono noti biomarcatori di malattia, e I'unieaapia approvata dalla FDA ¢ il riluzolo, che de-
termina un aumento della sopravvivenza media dadire mesi [27].
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Utilizzo dei tessuti periferici nello studio dellaLA

Lo studio dei meccanismi eziopatogenetici sottéaifarma sporadica di SLA é stata possibile, per
anni, soltanto mediante I'analisi dei tessuti nenai derivazione autoptica, dal momento che non é
possibile ottenere modelli né cellulari né murindlati conseguiti risultavano, pero, di difficileter-
pretazione per la possibile influenza dei procdsdegradazione organica post-mortem.

Studi recenti hanno dimostrato come le celluleativéhzione periferica, in particolare i linfocisiano
modelli attendibili delle alterazioni fisiopatolagie della malattia [19-20, 28], permettendo I'agiali
delle alterazioni cellulari nella sSLA in vivo e gessuti ottenibili con metodiche semplici, di faci
esecuzione, poco invasive e facili da processaedatogare.

La presenza di anomalie cellulari analoghe nei m&tooni e nei linfociti definisce la natura sisteani
della SLA, nonostante le manifestazioni clinichensi quasi esclusivamente neurologiche. Inoltre, la
facile reperibilita dei linfociti permette di ottere piu campioni a distanza di mesi, cosi da vaduta
correlato biologico della progressione clinica aetalattia. In un futuro I'analisi delle alterazian
carico delle cellule periferiche potra permettérellviduazione di biomarcatori di malattia.

Scopo del lavoro

Le forme sporadiche e familiari di SLA sono clinieante indistinguibili [16,17].
Studi recenti hanno dimostrato la presenza di SQDtisfoldata ed aggregata, con caratteristiche
analoghe alla proteina mutata, in tessuti nervoigici di un sottogruppo di casi sporadici di atal
tia [14]. Nei linfociti periferici di pazienti spadici € stata documentata un’alterata espressiehe d
MRNA, aumentato, e della proteina SOD1, ridotta elidenzia ulteriormente il coinvolgimento di
SOD1 nella genesi della forma sporadica di mal§2@d. Tali dati sono fortemente suggestivi di una
via patogenetica comune SOD1-mediata nella SLAIlfareie sporadica.
Il nostro studio si propone di:
» valutare la presenza di SOD1wt alterata, gia doosste nei tessuti nervosi autoptici di casi
sporadici di malattia, anche nei linfociti perifgrdi pazienti sSSLA.
- Discriminare I'espressione di SOD1 a livello intelialare: nucleo e citoplasma.
- Valutare la presenza di SOD1wt aggregata nel pebetubile.
* Individuare un possibile biomarcatore di malattia.
» Derivare approcci terapeutici nuovi e mirati.

Materiali e metodi

Reclutamento dei pazienti

Il nostro studio ha previsto, previa acquisizioeéabnsenso informato, I'isolamento di cellule mamo
cleate (PBMCs), di cui i linfociti rappresentanajizota prevalente, da campioni di sangue venos6 di
pazienti affetti da SLA sporadica. La diagnosiatsseffettuata presso I'lstituto Neurologico Nazilen
Casimiro Mondino di Pavia in base ai criteri El &sal revisionati. Le caratteristiche dei paziesgno
riportate nella figura 1. Il confronto e stato #ffi@to con 17 volontari sani, con analoghi requikieta e
sesso e non sottoposti ad alcuna terapia farmacalag7 controlli neurologici affetti da malattiaAl-
zheimer (AD), diagnosticata presso I'lstituto Ndagico Nazionale Casimiro Mondino di Pavia.
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Isolamento dei linfociti e frazionamento subcelluka

| campioni ematici sono stati raccolti in provettntenenti anticoagulante EDTA e, successivamente,
processati riducendo al minimo il tempo tra il caanpmento e l'isolamento cellulare. In seguito a di
luizione 1:2 con soluzione Ficoll Histopaque®-1(3&t 30 minuti, i campioni sono stati centrifugati a
2,300 rpm, a temperatura ambiente, per ulterionmBtuti. Le PBMCs recuperate dall'interfaccia pla-
sma-Ficoll sono state diluite in soluzione saliampone di fosfato (PBS) e ri-centrifugate due valte
1,200 g a temperatura ambiente. Si €, quindi, &&lda vitalita cellulare. Mediante I'impiego dinipo-

ne ipotonico (1% Chaps, 14.5 mM KCI, 5 mM MgCIl, MreGTA, 1 mM EDTA e 20 mM Tris/HCI) e
stato estratto il contenuto proteico totale daBMEs; sono state, quindi, separate le componehtbso

li citoplasmatica e nucleare. La frazione insokilgilstata risospesa in tampone di lisi cosi dada®

gli eventuali aggregati proteici (50 mM Tris HCI pt#4, 150 mM NacCl, 1% Triton X-100, 1% di inibi-
tori delle proteasi, 40 mM NaF and 1 mM Na3V0O4)pbda determinazione del contenuto proteico e
I'analisi delle frazioni di ciascun estratto, gi@ceduto al congelamento a -80°.

Elettroforesi e Western Blotting (WB)

Per ciascun campione sono stati caricatiug=di proteine su gel di poliacrilammide conteneihte
12.5% di Sodio-Dodecil-Solfato (SDS-PAGE) ed éastdgiata una corsa elettroforetica al voltaggio
di 120 volt. Le proteine separate sono state, quimasferite su una membrana di nitrocellulosa
(Trans-blot, Laboratori BioRad, Italia) utilizzanda apparato di trasferimento liquido e impostan-
do un amperaggio costante di 350 mA. Una volta iteato il blotting le membrane sono state colo-
rate con rosso ponceau al fine di verificare I'awvt® trasferimento delle proteine ed, in seguito,
bloccate in soluzione salina tamponata Tris Twe@itiTBS-T) con 5% di latte per 1 ora a tempera-
tura ambiente. Le membrane sono state, quindibiseuovernighton I'anticorpo primario anti-
SOD1 policlonale di coniglio (Santa Cruz Biotechowy, Inc., USA; diluizione 1:1000 nella solu-
zione bloccante). L'immunoreattivitd & stata rilevaramite I'uso di anticorpi secondari anti-
coniglio coniugati con perossidasi di rafano (GEalteare, UK; diluizione 1:10,000) e le bande
sono state visualizzate tramite chemioluminescanediante il kit ECLAdvance(GeHealthcare,
UK). Per le successive immunoreazioni, gli anticggpmari e secondari sono stati rimossi dalla
membrana mediante I'impiego di una soluzione caemném Mercaptoetanolo, 2% di SDS, e 62.5
mM Tris/HCI, pH 6.7 per 20 minuti a temperatura &nibe. Dopo una serie di lavaggi in TBS-T, le
membrane sono state processate come descritto. fggraormalizzare il contenuto proteico totale,
citoplasmatico, nucleare e della frazione citoplasca insolubile, le membrane sono state incubate
con anticorpi anti-catalasi (GeneTex, Inc., CA, U8Auizione 1:1000), anti-LDH (Santa Cruz Bio-
technology, Inc., USA; 1:1000), anti-PCNA (Calbieah, 1:1000) e anfi- tubulina (Santa Cruz
Biotechnology, Inc., USA; 1:250), rispettivamenite. analisi densitometriche delle rispettive bande
sono state effettuate mediante I'utilizzo del saftevQuantity On¢BioRad, Italia).

Determinazione dei ROS e dei livelli di apoptosepoce nei linfociti

Per ogni paziente/controllo & stata preparata enie sli tre provette, ciascuna contenente 8x10
cellule risospese in 5 di terreno liqguido RPMI-1640. Per determinare@®&, ai campioni sono
stati aggiunti 3uL di una soluzione standard di 1,2,3 dihydrorhodeemiDHR, Invitrogen, Mila-
no, Italia), ottenuta risospendendo 10 mg di DHR.nml di Dimetilsulfossido (35 mmol/L), e 0.9
ml di PBS (riscaldato a 37°C). | preparati sondidtesciati al buio, a temperatura ambiente, per
20 minuti, quindi, dopo due lavaggi in PBS, il gelé stato risospeso in 1.5 ml di PBS e analizza-
to mediante citometria a flusso (vedi sotto). Palutare i livelli di apoptosi precoce, le cellule
sono state centrifugate e, rimosso il PBS, il gadlstato risospeso in 2 ml di tampone di legame
(kit Invitrogen, Milano, Italia). Il campione, maruto al buio a temperatura ambiente per 5 mi-
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nuti, & stato risospeso in 8L di soluzione di annessinalisotiocianato di flureina. Dopo
I'aggiunta di 5uL di propidio ioduro (PI) diluito, il preparato éaso lasciato al buio a temperatu-
ra ambiente per altri 10 minuti e, infine, analizzmediante citometria a flusso.

Citometria a flusso

Le misurazioni sono state effettuate mediante ctoma flusso Partec PAS Il (Munster, Germania)
fornito di un doppio sistema di eccitazione (lagéoni Argon e lampada ad arco HBO 100-W). E
stato utilizzato il laser blu a 488 nm per I'eceitmme della DHR (analisi dei ROS) come della
FITC/PI (determinazione dell’apoptosi), mentre peccitazione del Propidio loduro (HO33342/PI)
sono stati utilizzati raggi UV a 366 nm originai thmpada a mercurio. Per garantire il massimo
rendimento dello strumento, si &€ sempre effettwat@reliminare allineamento e controllo con ti-
mociti di ratto colorati di Pl. Appena prima delldisurazione, ogni campione e stato filtrato con
Filcons 100 (ConsulTS, Torino, Italia), al finer@thuovere eventuali clusters di cellule. Per la mi-
surazione di un campione sono stati acquisiti unimm di 20,000 eventi. | dati sono visualizzati
mediante un istogramma a fluorescenza dei seghdli (Begnali fluorescenti verdi monometrici)
(campioni DHR) o mediante dot plots che correldamissione di doppia fluorescenza verde-rossa
FL1/FL3 nel caso dei campioni con Annessina V. Wnwertitore digitale ha permesso il trasferi-
mento dei dati sul PC installato sul citofluorinmetil cui specifico software Flow max & specializ-
zato nella determinazione quantitativa delle satpmpazioni delle cellule di interesse.

Analisi statistica

Per la valutazione di differenze significative itigarametri clinici e biochimici dei pazienti rigpe ai
controlli (neurologici e non) e stato utilizzatatdtest di Student. L’analisi di regressione staddza
permesso la correlazione tra le caratteristich@atie dei pazienti e I'espressione nucleare di SOD1
Un valore di p>0.05 é considerato statisticameig@ifecativo.

Risultati

Soggetti reclutati per lo studio

Sono stati reclutati 19 pazienti affetti da fornp@sadica di SLA e, successivamente, catalogati in
base alla nuova classificazione fenotipica (Figlra

Il confronto é stato effettuato con 17 controlinsa 7 pazienti affetti da malattia di Alzheimegrlp-

pi di controllo non stati confrontati in quanto apienenti a fasce d’eta differenti.

Espressione nucleare e citoplasmatica della proeeBOD1wt nei linfociti periferici di SSLA

La quantita di proteina SOD1wt nucleare, valutagantte tecnica di Western Blot, &€ stata espressa
relativamente ad un’altra proteina nucleare castday detta PCNA (Proliferating Cell Nuclear Anti-
gen), per evitare i possibili errori di caricamedtdle proteine in elettroforesi.

Parimenti, la quantita di proteina SOD1wt citoplasica & stata espressa in rapporto alla proteina
citoplasmatica costitutiva LDH (Lattato Deidrogenas

In figura 2 €& riportata un'immagine rappresentatlivélVestern Blot.

L'espressione nucleare media della proteina SORlmaggiore nei pazienti rispetto ai controlli, neu-
rologici e non. In particolare sono stati indivitiidue gruppi di pazienti (Figura 3): il primo cbvel-

li di proteina SOD1wt nucleare analoghi ai contrdlisecondo con livelli significativamente supfi

ai controlli, indipendentemente dalla presenzardipaziente (SLA 11/06), la cui quota nucleare di
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proteina faceva, in un primo momento, supporrenfinienza tale sulla statistica da renderla sigaific
tiva solo per la sua presenza. L'eliminazione @ignte non ha modificato la significativita detala
L'espressione citoplasmatica della proteina SOD{1iferita alla quota presente nella frazione sclubi
le, non mostra differenze significative tra pazientontrolli.

Espressione totale della proteina SOD1 mediantelesn@on citometria a flusso

L'analisi mediante citometria a flusso permetteqdantificare I'espressione della proteina nella
cellula intera, evitando I'estrazione che portaaglerdita della parte insolubile della proteina.
Dalla Figura 4 si evince come le cellule dei patiiesprimano, mediamente, il 10-15% in piu di
SOD1wt rispetto ai controlli: tale dato € statiatitente significativo.

Estrazione del pellet contenente la frazione insaoile delle proteine

La frazione insolubile (pellet) di proteine celldlé stata risospesa in soluzione di tampone ididasi

da dissociare le eventuali proteine precipitatequantita di proteina SOD1wt e stata espressa-relat
vamente alla proteing tubulina, legata alla frazione citoscheletricsolubile.

Tale metodica ha permesso di rilevare, sopratngtagruppo di pazienti con espressione di SOD1wt
nucleare analoga ai controlli, una abbondante peesdi aggregati proteici di SOD1wt, assenti nei
controlli. Tale dato & ancora piu evidente nei éindi WB dopo lunga esposizione (Figura 5).

Stress ossidativo e tasso di apoptosi precoceimiiditi dei pazienti SSLA

Il dosaggio dell’enzima di sintesi mitocondriale RH1,2,3 dihydrorhodamine) permette la quantifi-
cazione della produzione di radicali liberi dai meibndri. Tale metodica ha confermato la presenza di
un significativo aumento dello stress ossidativiopagienti rispetto ai controlli.

Il dosaggio dell’annessina intracellulare, notat@irta pro-apoptotica, ha permesso di confermare un
aumento della quota di cellule in apoptosi preauaiecasi rispetto ai controlli.

Correlazione espressione e distribuzione SOD1 dgarametro clinico di durata di malattia

In base alla distribuzione subcellulare della praaeSOD1wt, i casi sSSLA da noi reclutati sono
divisibili in due gruppi:
» pazienti con magagiori livelli di aggregati citopraatici nel pellet insolubile, ma minor
guota di SOD1wt nucleare;
e pazienti con scarsi aggregati citoplasmatici, meallii piu elevati di proteina nucleare.

Si €, quindi, proceduto alla correlazione tra Iresgione nucleare di SOD1wt ed il parametro clinico
di durata di malattia, espresso in mesi. Dall'aaliatistica effettuata (Figura 6) emerge come-i p
zienti con incrementati livelli di SOD1 nel nuclabbiano una maggiore durata di malattia; in partico
lare tanto piu elevati sono i livelli nucleari tamhaggiore € la durata di malattia. Il paziente SLA
11/06 che mostra una quota nucleare di proteitamente superiore non solo ai controlli, ma anche
ai pazienti appartenenti al suo stesso gruppogptasnche la maggior durata di malattia: 147 mesi.
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Discussione

Dai dati ottenuti dal nostro studio emergono nurseripotesi circa i meccanismi alla base del coin-
volgimento della SOD1wt nella patogenesi della sporadica di SLA.

Studi recenti [14] hanno dimostrato la presenzagdregati di SOD1wt ossidata e misfoldata all’imter
dei motoneuroni di pazienti affetti da sSSLA, medialranalisi dei tessuti autoptici. Tale dato, impote
premessa per il nostro lavoro, ha confermato, asi sporadici, 'acquisizione da parte della praei
SOD1wt ossidata di proprieta tossiche analoghepatifeina mutata [15]. E noto che, nei casi famiilia
di SLA, la proteina SOD1 viene espressa in forméataLe tale mutazione non determina, come si ipo-
tizzava inizialmente, una perdita di funzione deflalecola, bensi I'acquisizione di caratteristicifta-
mente nocive per la cellula [11]. In particolae 3OD1 mutata interagirebbe con substrati alterati
andrebbe incontro a misfolding aggregandosi neptasma cellulare [12-13].

La caratteristica innovativa del nostro studio @tesnell'identificazione delle alterazioni dell®B1wt
anche nei tessuti periferici di un sottogruppoadi sporadici di malattia. Si deduce, quindi, ¢dhmdac-
canismo eziopatogenetico SOD1-mediato riveste alo milevante nella storia della malattia, in quant
la proteina in forma aberrante € espressa a ligikemico, in particolare in cellule molto disteofei
tessuti primitivamente colpiti. Mediante il dosamgdiell’enzima di sintesi mitocondriale DHR, ci atst
possibile confermare, come gia evidenziato in nesidi precedenti [20], che, nei linfociti dei |,
rispetto ai controlli, & presente un incrementdodgtress ossidativo. E da chiarire se il dannadatiso
rappresenti il inducente I'aberrante conformazienéaggregazione della SOD1 o se, al contrario, sia
I'effetto di modificazioni post-traduzionali e deltquisizione di proprieta tossiche della proteina.

Un dato di notevole interesse é rappresentato datebuzione della proteina SOD1wt nei comparti-
menti intracellulari, in particolare I'espressiongcleare della proteina stessa. Quest'ultima earatt
stica permette I'identificazione di due gruppi dizgenti: il primo che esprime livelli di SOD1 nuafe
nettamente maggiori rispetto ai controlli, il sedorcon quota di SOD1 nel nucleo analoga ai control-
li. Dalla correlazione tra la quota di SOD1 nel leaced il parametro clinico di durata di malattia e
merge come maggiore € la quantita di proteina evidbile nel nucleo maggiore € la durata di malat-
tia. La presenza del paziente SLA 11/06, i cuillivd SOD1 nucleare sono i piu alti di tutti i dass
saminati, non ha, pero, influenzato la statistis#td da renderla significativa solo per la suagnes.

| dati si sono dimostrati significativi anche irsanza di esso.

Tali risultati ci portano ad ipotizzare che una giage quota di SOD1 nucleare rappresenti un fattore
protettivo o di rallentamento della progressionbadeatologia. Tuttavia hon possiamo escludere che
'aumento della SOD1 nucleare rappresenti unicaeantindicatore di progressione di malattia. Uno
stretto follow-up dei pazienti da noi reclutatipgrmettera di discriminare tra queste due ipoiasi;
ogni caso la nostra osservazione apre nuove ptovEpstil ruolo della SOD1, finora studiata solo-nel
la sua funzione citoplasmatica, mitocondriale edparte, a livello del reticolo endoplasmatico. Per
una piu accurata definizione del ruolo di SOD1vallo nucleare, nel nostro laboratorio, sono irsoor
esperimenti finalizzati ad individuare se la protgiin tale sede, funga, ad esempio, da fattoteadi
scrizione di specifici geni in determinate condizi(aumentato stress ossidativo), come gia dimestra
to in un modello di cellule tumorali [30]. Nel casbconfermasse un’attivita della proteina in goest
senso, le indagini andrebbero approfondite ed atepiin vista di eventuali implicazioni terapeutiche
La quota citoplasmatica di SOD1wt non sembra diffdra pazienti e controlli, ma sembrerebbe esiste
una correlazione inversa tra i livelli citoplasmoag nucleari di proteina. Infatti, soprattutto peaizienti
con livelli nucleari di SOD1 poco dissimili dai doalli, si & evidenziata una maggior quantita diC8O
aggregata. Dal momento che la proteina SOD1, aacdeldasso peso molecolare, rientra nel gruppo di
proteine in grado di attraversare la parete nuelswdiante i pori, senza necessita di carriefgtstbbe
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ipotizzare che I'aggregazione in complessi ad @ét®o0 molecolare ne impedisca il trasferimento nel n
cleo. In questo caso, se la quota nucleare di S@Ditasse un fattore protettivo, la quota citoplaica
sarebbe un fattore tossico e correlerebbe sfavionewmte con il decorso della malattia.

Il nostro studio ha, inoltre, permesso di giustifie il precedente dato di dissociazione tra
'aumentata espressione di MRNA e la ridotta esioas di proteina SOD1 nei linfociti periferici di
SSLA [29]. L'analisi mediante citometria a flussa timostrato nei pazienti un aumento del 10-15%
nell’espressione della proteina nella cellula iataspetto ai controlli e tale dato tiene conteed
trambe le frazioni proteiche, sia solubili (estiibon le comuni metodiche) sia insolubili (prekeip
tate nel pellet). Inoltre, non era stato possigi@ntificare la quota nucleare di proteina, cheagra
data perduta. Le metodiche da noi utilizzate instpuéavoro hanno permesso la valutazione sia del-
la quota nucleare sia della quota aggregata eptatza nel pellet insolubile della proteina SODA. |
particolare, il riscontro di diverse quantita dofmina aggregata nel pellet insolubile nei divesi
zienti ci porta a supporre che tale dato sia doadtana diversa risposta al misfolding proteico con
conseguente differente espressione del fenotipacoli

In conclusione, il nostro lavoro riafferma I'affididita del linfocita periferico come modello delle
alterazioni fisiopatologiche della malattia. llaetro, in esso, di alterazioni della proteina S@D1
analoghe a quelle evidenziate nei tessuti nerwatsipdici di pazienti affetti, impone di considerarn

il futuro utilizzo per I'identificazione di possibibiomarcatori. Infine 'ampliamento del campione
ci permettera di correlare anche i fenotipi clinigimalattia con i diversi pattern di distribuzione
subcellulare di SOD1, derivandone nuovi approaegeutici.

Tabelle e figure

Casi IC Sess Eta Durata | Comment Fenotipo clinic Terapic
all'esordio | malattia (Riluzolo)
(anni) (mesi)
Esordic Evoluzione
SLA 14/10 M 53 18 CLASSICA CLASSICA Sl
SLA 03/0¢ F 54 3€ CLASSICA CLASSICA Sl
SLA 22/1( F 55 15 CLASSICA CLASSICA NO
SLA 16/1( F 45 3C CLASSICA CLASSICA NO
SLA 17/1( F 62 23 CLASSICA CLASSICA Sl
SLA 29/1( M 56 17 BULBARE BULBARE Sl
SLA 15/1( M 77 1C BULBARE CLASSICA NO
SLA 24/1( F 58 41 BULBARE PLMN + FTC Sl
SLA 20/1( M 73 17 decedut | BULBARE CLASSICA NO
SLA 28/1( F 62 8 BULBARE PLMN Sl
SLA 09/11 M 67 8 BULBARE CLASSICA Sl
SLA 27/1( F 57 31 PLMN PLMN NO
SLA 01/10 M 63 1¢ PLMN PLMN NO
SLA 08/1] M 64 6C decedut | PLMN PLMN +FTD Sl
SLA 03/07 M 72 10€ FLAIL ARM PLMN Sl
SLA 07/11 M 55 5C FLAIL LEG PLMN Sl
SLA 11/0¢ M 27 147 FLAIL LEG PLMN Sl
SLA 03/11 M 38 62 PIRAMIDALE PIRAMIDALE Sl
SLA 05/0 F 50 54 TDP43 PUMN PUMN Sl
mutata

Figura 1. Tabella riassuntiva dei pazienti reclutat per lo studio catalogati in base alla nuova class

ficazione dei fenotipi clinici di malattia.
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Figura 2. Immagini rappresentative di Western Blot: ciascuna costituita da due pannelli rappresentantiispetti-
vamente |'espressione nucleare e citoplasmatica @eproteina SOD1 nei pazienti e nei controlli, newlogici e non.
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Figura 3. Espressione nucleare di SOD1. Sono idefitabili due gruppi di pazienti: un gruppo con livelli
di SOD1 analoghi ai controlli, un gruppo con quotanucleare di proteina superiore ai controlli.
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Figura 4. Espressione totale di SOD1 nella cellulatera mediante citometria a flusso.
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Figura 5. Quantificazione della proteina SODL1 pregiitata nel pellet (frazione insolubile) mediante Wstern Blot.
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Figura 6. Correlazione tra I'espressione nucleareidSOD1 e la durata di malattia.
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