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Abstract dei risultati ottenuti:

Nellambito del progetto nel periodo 2021 le principali attivita svolte sono state: i)
bancaggio di linee di 24 linee di fibroblasti provenienti da biopsie cutanee; ii) produzione
di 9 linee di cellule staminali pluripotenti indotte (iPSC) ottenute da fibroblasti cutanei di
pazienti affetti da varie malattie genetiche e 1 linea di iPSC ottenuta dalle cellule
mononucleate del sangue da un donatore sano; iii) differenziamento in motoneuroni delle
linee di iPS ottenute da pazienti SLA; iv) utilizzo di molecole, gia utilizzate come farmaci
in vari tipi di malattie, sui fibroblasti ottenuti da pazienti affetti da Huntington. v)
caratterizzazione del metabolismo dei fibroblasti ottenuti da pazienti affetti da SLA
portatori di due mutazioni diverse nel gene SOD1. vi) produzione di una libreria di
lentivirus esprimenti i geni del SARS-COV2.

i) Grazie alla collaborazione tra il nostro IRCCS, il Campus Biomedico di Roma e
I'Ospedale dei Bambini V. Buzzi, abbiamo ottenuto 12 biopsie cutanee: 6 provenienti da
pazienti affetti da Parkinson idiopatico, 1 da SCA1, 1 da una paziente affetta da
leucodistrofia (HLD7) e 2 da soggetti sani appartenente alla stessa famiglia, portatori
della mutazione in eterozigosi e non affetti dalla malattia, 2 donatori sani. Tramite la
collaborazione con la Fondazione IRCCS Istituto Neurologico Carlo Besta abbiamo
ottenuto 12 biopsie cutanee, 6 da pazienti affetti da Smith-Magenis e 6 appartenenti ai
genitori non portatori di mutazione. Tramite la collaborazione con la Fondazione IRCCS
Policlinico Gemelli abbiamo ottenuto 2 biopsie cutanee da pazienti affetti da Smith-
Magenis.




i) Abbiamo riprogrammato due linee di fibroblasti con mutazione causante la
mucopolisaccaridosi, uno con fenotipo grave e uno intermedio; una linea avente una
delezione del cromosoma 17 con aploinsufficienza di 73 geni e causante la sindrome di
Smith-Magenis, una linea di fibroblasti con una mutazione in eterozigosi nel gene GBA
che causa il Parkinson, una linea con mutazione nel gene FUS proveniente da un
paziente affetto da SLA, una linea di fibroblasti avente una mutazione composta che
provoca la HDL7 (leucodistrofia ipomielinizzante) nel gene POLR3A e una linea che
possiede una mutazione nel gene POLR3A in eterozigosi, due linee di fibroblasti
provenienti da pazienti affetti da Charcot Marie Tooth di tipo 4 e di tipo 2. La completa
caratterizzazione delle linee di iPS é stata eseguita con tutti i controlli di qualita necessari
per poter registrare la linea nella Banca Europea delle iPS (hPSCReg). Sono stati fatti
controlli di tipo genetico per dimostrare che l'identita delle iPSC fosse uguale a quella dei
fibroblasti, di tipo citogenetico per dimostrare che non ci fossero anomalie cromosomiche
generatesi in seguito alla riprogrammazione, analisi molecolari e di fluorescenza per
dimostrare I'espressione dei geni della staminalita e la perdita di espressione dei geni
utilizzati nella riprogrammazione. Abbiamo prodotto la prima linea di iPSC usando come
cellule di partenza le cellule del sangue. Le cellule mononucleate sono state nucleofettate
dopo due settimane di amplificazione usando il programma DS150 (dopo ottimizzazione).
Le cellule sono state mantenute nel terreno di crescita per due giorni dopo la trasfezione
e poi trasferite nel terreno di crescita delle iPSC. | cloni che si sono formati sono stati
piccati e amplificati per la caratterizzazione completa.

iii) Grazie ad una collaborazione con I'Universita di Palermo, che ci ha messo a
disposizione le cellule di pazienti SLA da cui abbiamo ottenuto le linee di iPS, abbiamo
differenziato le cellule staminali pluripotenti indotte in motoneuroni. Il differenziamento é
avvenuto ingegnerizzando le cellule con un piggybac esprimente due fattori di trascrizione
implicati nel differenziamento dei motoneuroni. Dopo la nucleofezione delle iPS, abbiamo
selezionato le cellule esprimenti i fattori di trascrizione per mezzo di un antibiotico. Dopo
la selezione, le cellule iPS sono state amplificate e differenziate tramite I'aggiunta di
specifici fattori di crescita. Abbiamo quindi congelato le fasi intermedie di differenziamento
e abbiamo cominciato a caratterizzare il comportamento dei motoneuroni in risposta a
stimoli che provocano stress.

iv) In collaborazione con I'lstituto di Biologia e Patologia Molecolari del CNR, abbiamo
pubblicato un lavoro in cui volevamo capire in che modo l'uso di alcune molecole,
presenti tra i farmaci approvati dal FDA per l'uso sulluomo, potesse influenzare il
comportamento cellulare dei fibroblasti provenienti da pazienti Huntington. Queste
molecole sono state selezionate in base alla loro capacita di associarsi al recettore
Sigma1, un recettore del reticolo endoplasmatico la cui deregolazione & associata alla
malattia di Huntington e ad altre malattie neurodegenerative. Abbiamo utilizzato tre linee
di fibroblasti Huntington con un numero di espansioni di triplette nel gene Htt pari a 43, 64
e 85 ripetizioni, per studiare il comportamento dei farmaci selezionati rispetto alla
pridopidina, farmaco usato nel trial clinico di fase | sui malati di Huntington. | risultati sono
stati interessanti: sono state selezionate molecole con gli stessi effetti della pridopidina o
addirittura con effetti migliori. Alcune di queste molecole miglioravano significativamente
la capacita proliferativa dei fibroblasti, riducendo significativamente la morte cellulare.

v) In collaborazione con I'Universita Bicocca di Milano abbiamo studiato il metabolismo di
due linee di fibroblasti ottenute da pazienti affetti da sclerosi laterale amiotrofica (SLA)
con due mutazioni diverse nel gene SOD1, SOD1S™3N and SOD1Y'4%F. A partire
dall'osservazione che le cellule SLA avevano un grado di proliferazione maggiore rispetto
ai sani, abbiamo dimostrato che queste due mutazioni, non comuni, influenzano il




metabolismo energetico alterando in modo diverso la funzionalita mitocondriale,
meccanismi diversi che portano pero allo stesso fenotipo patologico.

vi) nellambito di un progetto su SARS-COV2 abbiamo prodotto una collezione di
lentivirus esprimenti tutte le ORF del SARS-COV2 al fine di infettare cellule staminali
neurali e comprendere la sua influenza su questo tipo di cellule.
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