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ABSTRACT

BACKGROUND E OBIETTIVI: 1l difetto severo dell’enzima HPRT (ipoxantina-
guanina fosforibosiltranferasi) ¢ alla base della malattia di Lesch-Nyhan (LND), una
malattia genetica rara caratterizzata da accumulo di acido urico per blocco della via di
salvataggio del metabolismo delle purine. Le manifestazioni cliniche includono sintomi
renali e articolari, dovuti all’iperuricemia, e disturbi neurologici e comportamentali, in
particolare comportamenti autolesionistici, la cui causa rimane ad oggi sconosciuta.
L’obiettivo principale dello studio ¢ individuare una possibile correlazione tra il disordine
genetico e le alterazioni metaboliche nei soggetti affetti, al fine ultimo di comprendere i
meccanismi fisiopatologici alla base delle alterazioni neurocomportamentali tipiche della

malattia.

METODI: Abbiamo condotto un'analisi metabolomica untargeted su campioni di plasma
di 24 pazienti affetti da LND, confrontandoli con una popolazione di controlli sani
appaiati per eta e sesso e un terzo gruppo di pazienti con paralisi cerebrale infantile (PCI),
caratterizzati da un quadro neurologico in parte sovrapponibile ai LND. I risultati sono

stati ottenuti tramite cromatografia liquida associata a spettrometria di massa.

RISULTATI: L’analisi preliminare dei 400 metaboliti risultati statisticamente
significativi evidenzia che il difetto enzimatico responsabile della LND non si limita ad
alterare esclusivamente il metabolismo purinico, bensi determina modificazioni
trasversali nel network metabolico. In particolare, sono emerse alterazioni nell’ambito
del metabolismo energetico, lipidico, amminoacidico, con lo specifico dell’istidina, e

dopaminergico.

CONCLUSIONI: Questo studio rappresenta, al meglio delle nostre conoscenze, la piu
ampia analisi metabolomica untargeted su plasma di pazienti LND attualmente
disponibile in letteratura. I risultati emersi appaiono promettenti e rappresentano una

solida base per futuri approfondimenti e sviluppi della ricerca.



INTRODUZIONE

1.1 Generalita del metabolismo dei nucleotidi purinici

I nucleotidi purinici sono molecole organiche formate da una base purinica (adenina o
guanina), da uno zucchero pentoso (ribosio o desossiribosio) e da uno o piu gruppi
fosfato. I principali nucleotidi purinici che si riscontrano nelle nostre cellule sono i 5°-
derivati, tra cui ’ATP che ¢ quello presente in maggiore concentrazione, in quanto
principale fonte di energia della cellula. Questi composti hanno un ruolo essenziale per il
corretto funzionamento dell’organismo: partecipano al metabolismo energetico cellulare
(ATP e GTP), sono precursori della sintesi degli acidi nucleici (AMP e GMP), sono
coinvolti nei meccanismi di segnalazione cellulare ((CAMP e cGMP), possono essere
componenti di coenzimi (NAD, FAD e coenzima A), intermedi attivati di processi

biologici oppure effettori allosterici !.

La produzione di nucleotidi purinici si basa su due sistemi principali: la sintesi de novo e

le vie di salvataggio (Figura 1).

1.1.1. Sintesi de novo dei nucleotidi purinici

La sintesi de novo consiste nella trasformazione del 5-fosforibosil-1-pirofosfato (PRPP)
in inosina 5’-monofosfato (IMP), precursore comune per la sintesi di adenosina 5’-
monofosfato (AMP) e guanosina 5’-monofosfato (GMP). Il processo prevede dieci
reazioni metaboliche mediate da sei diversi enzimi assemblati in un complesso
multienzimatico definito “purinosoma” !. Gli amminoacidi vengono utilizzati come
donatori di carbonio e azoto, mentre la fonte di energia ¢ garantita dall’ATP, con un
consumo totale di sei molecole. Il principale meccanismo di regolazione ¢ rappresentato
dalla prima reazione, mediata dall’enzima glutammina-PRPP ammidotransferasi, su cui
agiscono allostericamente i prodotti finali (IMP, AMP, GMP), come fattori negativi, e il

PRPP come fattore positivo 2.

Ci sono poi molti altri segnali, intracellulari e extracellulari che influenzano la sintesi ex
novo delle purine, alcuni dei quali non ancora noti e in fase di studio, soprattutto

nell’ambito di patologie tumorali e disordini immunitari >4,
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Figura 1: Metabolismo delle purine
(Torres RJ, Puig 1G, “Hypoxanthine-guanine phosophoribosyltransferase (HPRT) deficiency:Lesch-
Nyhan syndrome”, 2007)

Lo schema mostra il primo passaggio della sintesi de novo delle purine, mediato dall'enzima 5'-
fosforibosil-1-pirofosfato (PRPP) amidotransferasi, e le due vie di salvataggio, mediate dalla ipoxantina
fosforibosiltransferasi (HPRT) e dall'adenina fosforibosiltransferasi (APRT). La sintesi de novo avviene
attraverso un processo multi-step che parte dal 5'-fosforibosil-1-pirofosfato (PRPP) e richiede il
contributo di amminoacidi e sei molecole di ATP per sintetizzare una molecola di inosina monofosfato
(IMP). HPRT catalizza la sintesi di salvataggio di inosina monofosfato (IMP) e guanosina monofosfato
(GMP) a partire da ipoxantina e guanina, rispettivamente, utilizzando il PRPP come co-substrato. Un
difetto dell'HPRT comporta l'accumulo dei suoi substrati, ipoxantina e guanina, che vengono convertiti in
acido urico tramite la xantina ossidasi.

1.1.2. Vie di salvataggio

Alternativa piu semplice e meno dispendiosa dal punto di vista energetico per la cellula
per sintetizzare purine ¢ rappresentata dalle cosiddette “vie di salvataggio™.

In queste vie vengono utilizzati nucleosidi o basi puriniche provenienti dalla
degradazione degli acidi nucleici, dal turnover dei nucleotidi stessi o dalla dieta, per
formare nuovi nucleotidi purinici. Sono due gli enzimi fondamentali coinvolti in queste
reazioni: |’ipoxantina-guanina fosforibosiltranferasi (HGPRTasi) che recupera
ipoxantina e guanina, portando rispettivamente alla produzione di IMP e GMP (Figura 1)
> ¢ I’adenina fosforibosiltranferasi (APRTasi) che catalizza la reazione da adenina a AMP

(Figura 1) °.



Oltre ad esserci un vantaggio in termini energetici (viene consumata solo una molecola
di ATP), queste vie riducono 1 livelli di basi e nucleosidi purinici che, se accumulati,
potrebbero inibire altre reazioni metaboliche °. Infatti, si ha anche un consumo di PRPP,
che riduce Dattivita della glutammina-PRPP ammidotransferasi e quindi ha un effetto

negativo sulla sintesi de novo.

In caso di deficit enzimatico di HPRT, le molecole di ipoxantina e di guanina che non
possono essere recuperate vengono trasformate in xantina dalla xantina ossidasi e,
successivamente, in acido urico, determinando iperuricemia (Figura 1) °. Inoltre, si
accumulera PRPP (che non viene consumato dalla reazione di HPRT), che stimolera la
via di sintesi de novo.

Un deficit di APRT, invece, determina un mancato riciclaggio dell’adenosina, che viene
trasformata in 2,8-dihydroxyadenina (DHA) tramite I’enzima xantina deidrogenasi. Il
DHA ¢ scarsamente solubile e tende a cristallizzare nelle urine, causando calcoli renali e

danni renali.



1.2 Deficit di HPRT e malattia di Lesch-Nyhan

Con deficit di ipoxantina-guanina fosforibosiltransferasi (HGPRT), pit comunemente

chiamato HPRT, si intende uno spettro di patologie ereditarie del metabolismo delle

purine, caratterizzate da un quadro clinico variabile a seconda dell’attivita enzimatica
residua. Esiste una classificazione basata sull’entita del difetto enzimatico di HPRT e sul

fenotipo clinico presentato dai pazienti che distingue tre varianti: 7

1. LND, Lesch-Nyhan Disease caratterizzata da deficit completo di HPRT (attivita
residua 0-2%), associato a manifestazioni neurologiche, comportamentali e
manifestazioni correlate all’iperuricemia.

2. HND, HPRT-related Neurological Disfunction, con attivita HPRT residua (2-8%) e
clinica caratterizzata dalle stesse manifestazioni della LND, ad eccezione delle
alterazioni comportamentali.

3. HRH, HPRT-related Hyperuricemia, con attivita residua di HPRT >8-10% e quadro

clinico definito unicamente dai sintomi da iperuricemia.

E necessario sottolineare che la categorizzazione dei pazienti in uno specifico gruppo non
¢ sempre cosi ovvia e soprattutto ¢ variabile nel tempo. Per questo motivo, risulta
necessario valutare ’aspetto neurologico dei pazienti ad ogni visita, cosi da cercare

’eventuale comparsa di nuove manifestazioni 8.

La malattia di Lesch-Nyhan (LND, OMIM 300322), ¢ la forma piu grave di deficit di
HPRT, caratterizzata da deficit completo dell’enzima. E stata descritta per la prima volta
nel 1964 da Michael Lesch e William L. Nyhan, osservando un quadro clinico di
iperuricemia, ritardo mentale, coreoatetosi e atteggiamento autolesionistico in due fratelli
di 5 e 8 anni °. Successivamente, nel 1967, venne pubblicato uno studio da Seegmiller,
Rosenbloon e Kelly, che stabiliva il completo deficit dell’enzima HPRT come causa di
questa patologia '°. Gli stessi autori descrissero anche un quadro patologico caratterizzato
da difetto parziale di HPRT associato a gotta, in assenza compromissione neurologica,
che venne denominato sindrome di Kelly-Seegmiller (OMIM 300323). Ad oggi si
preferisce non utilizzare piu questa denominazione, ma piuttosto parlare di “varianti”
Lesch-Nyhan !!, in particolare distinte nei due sottogruppi descritti precedentemente

(HND e HRH).



Nel 1982 Jolly et al. '? clonarono il gene di HPRT umano, rendendo in questo modo la
Lesch-Nyhan il primo disordine neuro genetico per il quale sia stato identificato il

meccanismo molecolare.

1.3 Epidemiologia

La malattia di Lesch-Nyhan ¢ una malattia rara, con prevalenza tra 1: 235.000 (in Spagna)
e 1:380.000 (in Canada) °. In Italia i casi di Lesch Nyhan ad oggi sono stimati tra 40-50.
Si tratta di una patologia su base genetica, X-linked recessiva.

I pazienti affetti sono, quindi, piu frequentemente di sesso maschile poiché ereditano la
mutazione dalla madre portatrice sana, o, in alternativa, sviluppano una mutazione de
novo. Le femmine sono solitamente portatrici sane e quindi con fenotipo normale, anche
se sono stati riportati casi di fenotipo patologico classico della Lesch-Nyhan anche nel

sesso femminile 1314,

La spiegazione piu plausibile di questo evento, oltre che
dall’insorgere di mutazioni de novo ', puo essere data dall’inattivazione del cromosoma
X sano (solitamente quello di origine paterna), con conseguente trascrizione del gene

mutato sul cromosoma materno 617,

1.4 Eziologia e Patogenesi

La malattia di Lesch-Nyhan ¢ una malattia genetica, causata da mutazioni del gene
HPRT1. Questo gene ¢ localizzato sul braccio lungo del cromosoma X nella regione q26-
27 e contiene 8 introni e 9 esoni, che codificano per un singolo mRNA maturo di circa
1,6 kb 8. Ad oggi sono state identificate oltre 600 mutazioni di HPRT1, che vanno ad
influenzarne  ’espressione, portando a fenotipi pilt o meno  severi
(http://www.leschnyhan.org/en/research/mutations-database/).

In particolare, ¢ stato valutato che delezioni, inserzioni, duplicazioni ¢ mutazioni non-
senso, che portano all’espressione di una proteina strutturalmente anomala e quindi
attivitd enzimatica residua praticamente nulla, sono piu frequentemente associate al
fenotipo piu severo, ovvero la malattia di Lesch-Nyhan. Al contrario, mutazioni
missenso, che permettono di mantenere una certa quota di attivita enzimatica residua,
sembrano essere piu tipiche delle varianti Lesch-Nyhan con fenotipo attenuato '°.
Esistono poi eccezioni a questa regola, spiegate da meccanismi post-trascrizionali o post-

traduzionali '8,
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1.4.1 Iperuricemia

La caratteristica principale della malattia di Lesch-Nyhan ¢ rappresentata dall’aumento
della produzione di acido urico, causata da deficit dell’enzima HGPRT.

L’iperuricemia conseguente a deficit di HGPRT viene spiegata da diversi meccanismi.
Innanzitutto, si verifica un accumulo di ipoxantina e guanina, che vengono trasformate in
acido urico dalla xantina-ossidasi. Inoltre, I’aumento di disponibilita di PRPP, che non
viene consumato da HGPRT, e la riduzione di IMP e GMP, prodotti finali della reazione,
determinano una maggiore attivazione della sintesi purinica de novo %°.

Quindi, I’iperuricemia di tipico riscontro nella Lesch-Nyhan ¢ causata in parte dal difetto
della via di salvataggio delle purine (mediata direttamente da HGPRT), in parte dalla
maggiore attivazione della via de novo, con aumento della produzione di purine, in

seguito catabolizzate in acido urico .

1.4.2  Aspetti neurologici e comportamentali

La patogenesi della sintomatologia neurologica e comportamentale tipica della Lesch-
Nyhan rimane sconosciuta. Negli anni sono state proposte diverse ipotesi per poter
spiegare queste manifestazioni. In primis, quella della tossicita metabolica causata
dall’accumulo dell’acido urico prodotto in eccesso per via del difetto di HPRT alla base
della patologia.

Ad oggi questa ipotesi ¢ stata abbandonata per diversi motivi: 2!

non si hanno evidenze sul fatto che il cervello sia esposto all’iperuricemia e, infatti, i
livelli di acido urico misurati nel liquor di pazienti affetti risultano essere normali o
solo lievemente aumentati;

- Diperuricemia ¢ tipica anche di altre condizioni patologiche in cui, tuttavia, non si
riscontrano manifestazioni neurocomportamentali come nella Lesch-Nyhan;

- la somministrazione di allopurinolo (che abbassa 1’uricemia) nei bambini affetti gia a
partire dalla nascita non riduce la progressione o la severita della sintomatologia in
analisi;

- in studi fatti su topi con difetto di HPRT, pur inducendo la mutazione del gene per
I’enzima uricasi e quindi determinando una condizione di iperuricemia, non sono state
osservate alterazioni comportamentali dell’animale.

Esclusa la tossicita da acido urico come responsabile delle manifestazioni

neurocomportamentali della malattia, sono stati fatti diversi studi per indagare meglio le

possibili cause.
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Iniziali studi neuroanatomici, condotti tramite autopsie di pazienti affetti da malattia di
Lesch-Nyhan deceduti, non hanno riscontrato anomalie anatomiche o istologiche che
potessero far sospettare una correlazione con gli aspetti fenotipici neurocomportamentali

della malattia 22-23,

Successivamente, studi neurochimici eseguiti su tessuti cerebrali post-mortem hanno
evidenziato, per la prima volta, alterazioni dei neurotrasmettitori cerebrali 2*. Nello
specifico, si ¢ riscontrata una riduzione della dopamina a livello del circuito dei gangli
della base, associata ad un aumento di serotonina e acido 5-idrossindolacetico, il prodotto

finale del metabolismo della serotonina.

Per dare seguito a questa ipotesi, sono stati svolti altri studi biochimici su liquido
cerebrospinale (LCS) prelevato da soggetti affetti. Questi studi hanno evidenziato un
ridotto livello di acido omovanillico (HVA), il principale catabolita della dopamina, e
questo puo essere considerato un indice di alterato turnover cerebrale della dopamina,
andando a supportare la teoria di anomalo metabolismo centrale delle monoamine come

causa della sintomatologia neurologica e comportamentale 2>-2°,

Molto interessanti sono anche i piu recenti studi di neuroimaging, effettuati in vivo su
pazienti affetti, tramite la PET.

In uno studio ¢ stato utilizzato il ligando del trasportatore della dopamina WIN 35,428 e
si ¢ valutata una notevole riduzione del legame tra i due, deducendo una diminuzione
della concentrazione del trasportatore stesso 27.

In un altro studio ¢ stata eseguita la PET con Fluorodopa (18F) e anche in questo caso si
¢ valutata una riduzione dell’accumulo presinaptico di questa sostanza, in particolare a
livello di putamen, nucleo caudato, corteccia frontale e sostanza nera, quindi soprattutto

nel circuito dei gangli della base 5.

Sono stati fatti anche studi in vitro su linee cellulari PC12 (da feocromocitoma di ratto)
con deficit di HPRT che hanno inizialmente riportato risultati non rilevanti a sostegno
della teoria dopaminergica 2°, per poi, in uno studio successivo, andare a confermare
anche in vitro la correlazione tra il ridotto metabolismo della dopamina e il difetto

enzimatico tipico della malattia di Lesch-Nyhan °.
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Uno studio piu recente, eseguito nel 2008 su una linea cellulare dopaminergica di topo
con deficit di HPRT, ha dimostrato che questi neuroni risultano essere vulnerabili a
diversi fattori, tra cui la mancanza della via di riciclaggio delle purine (tipica del difetto
di HPRT), portando quindi ad una minore velocita di crescita e a bassi livelli di dopamina

nelle cellule in esame 3!.

Oltre agli studi in vitro, importanti sono anche gli studi in vivo, portati avanti su modelli
animali di topi knockout con mutazione del gene HPRT1 2. Negli anni sono stati fatti
diversi studi su questi topi, che hanno portato a risultati concordi sulla riduzione della
quantita di dopamina rispetto a valori normali, talvolta, perd, non correlata allo sviluppo
di alterazioni del comportamento 3336,

In uno studio del 2016 si ¢ andati a misurare 1 livelli di altri neurotrasmettitori, quali L-
glutammato, GABA, acetilcolina, serotonina e norepinefrina, in emisfero destro,
cervelletto e midollo allungato di topi knockout per il gene HPRT1 37. Non si sono

osservate variazioni di queste molecole o dei loro metaboliti, sostenendo quindi ancora

di piu la tesi di alterazione dei circuiti dopaminergici, senza interessamento degli altri.

Secondo la letteratura pubblicata fino ad oggi, quindi, la teoria dopaminergica sembra
essere la causa piu accreditata alla base degli aspetti neurocomportamentali della malattia
di Lesch-Nyhan. Tuttavia, non si conoscono i meccanismi responsabili della perdita di
dopamina in correlazione alla mutazione di HPRT.

L’ipotesi piu plausibile ¢ quella per cui 1’assenza della via di salvataggio delle purine in
queste cellule (per il deficit di HPRT) determina un’alterazione nell’arborizzazione
assonale di questi neuroni dopaminergici o una precoce degenerazione assonale 3-8,
Questo, pero, prevederebbe alterazioni morfologiche che non sono state riscontrate nei
vari studi *°.

Vanno considerate altre ipotesi riguardanti i meccanismi biochimici intrinseci 3!:
Innanzitutto, siccome ’ATP ¢ un prodotto a valle del processo mediato dall’enzima
HPRT, un deficit di questo puo essere la causa di un difetto energetico, che potrebbe
spiegare [’alterazione del circuito dopaminergico. Da uno studio si ¢ visto che
concentrazioni ridotte di ATP in linfoblasti con mutazione di HPRT si associano ad una
diminuita attivita della poli(ADP-ribosio) sintetasi *°. Questo compromette i meccanismi

di riparazione del DNA della cellula, portando quindi ad accumulare mutazioni a livello
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neuronale, la cui normale funzione risultera alterata. Se colpiti i neuroni del centro
respiratorio, tale ipotesi potrebbe essere anche una spiegazione delle morti improvvise

che si riscontrano frequentemente nell’ambito della malattia di Lesch-Nyhan °,

Altra ipotesi parte dal fatto che il difetto di HPRT si associa ad una serie di alterazioni
metaboliche che aumentano lo stress ossidativo nelle cellule e questa puo essere la causa
di deplezione dopaminergica, come succede in caso della malattia di Parkinson. Infatti,
la mancanza di HPRT causa aumento dell’attivita della xantina ossidasi, che porta alla
produzione di anione superossido e aumenta la richiesta energetica mitocondriale,
determinando un aumento di prodotti ossidanti e riducendo la concentrazione
intracellulare di ATP, diminuendo cosi le difese delle cellule nei confronti degli stress

ossidativi 2!

. Tuttavia, sembra che lo stress ossidativo non possa essere 1’unico
meccanismo alla base del deficit di dopamina e non esistono sufficienti evidenze per

confermare questa ipotesi *!.

11 difetto di HPRT, infine, puo anche avere un impatto negativo sul proteasoma, a causa
della combinazione dei due meccanismi citati precedentemente (deficit di ATP e stress
ossidativo). Anche in questo caso mancano sufficienti evidenze per confermare tale

ipotesi 3L,

Una nuova possibile spiegazione & scaturita da uno studio del 2008 *!'. Partendo dal
concetto che la generazione e differenziazione dei neuroni dopaminergici dipende da un
intreccio di fattori e segnali cellulari, alcuni presenti da subito, altri che compaiono piu
tardivamente nelle fasi di sviluppo. Si ¢ visto che anomalie di un particolare fattore di
trascrizione (Nurrl) erano presenti in cellule con difetto di HPRT.

Nurr-1 ¢ un fattore che controlla I’espressione di diversi aspetti fenotipici delle cellule
dopaminergiche, sia biochimici, sia morfologici. Lo sviluppo di questi aspetti procede in
parallelo, ma i due processi possono anche essere separati e questo, quindi, potrebbe darci
una spiegazione della presenza di alterazioni biochimiche, senza la componente
morfologica nei pazienti Lesch-Nyhan. Si tratta di studi preliminari, che richiederanno

ulteriori approfondimenti in futuro.
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1.4.3  Aspetti ematologici

L’anemia macrocitica, o semplicemente un riscontro di macrocitosi, ¢ frequente nei
bambini affetti da malattia di Lesch-Nyhan fin dai primi anni d’eta. La causa alla base di
questa condizione sembra essere 1’aumento di utilizzo di acido folico correlato alla
maggiore attivazione della sintesi de novo delle purine *>. Nonostante questo, perd, non
c’¢ risposta alla terapia con somministrazione di acido folico.

Quindi, considerando la macrocitosi come una caratteristica molto comune dei pazienti
con questa patologia, si possono evitare test diagnostici o tentativi di terapia, che risultano

non necessari *3.

1.5 Presentazione clinica

I pazienti affetti da Lesch-Nyhan sono bambini che appaiono sani alla nascita, totalmente
asintomatici. Successivamente, gia dai primi giorni di vita, pud manifestarsi
I’iperuricemia tipica della malattia, nella maggior parte dei casi con il riscontro di cristalli
arancioni nel pannolino, indice di cristalluria. In altri casi, i primi sintomi a manifestarsi
sono quelli neurologici, con ipotonia e incapacita di mantenere eretto il capo. Piu precoce
¢ I’insorgenza dei sintomi, peggiore sara la clinica e di conseguenza la prognosi del

paziente.

Il fenotipo clinico presentato dai pazienti, oltre che al periodo di insorgenza, ¢
strettamente legato all’entita del difetto enzimatico di HPRT, che, a sua volta, dipende
dal genotipo *. E importante, quindi ,eseguire una corretta valutazione clinica del
paziente per valutare la sintomatologia presente e la sua entita, distinguendo quadri di
Lesch-Nyhan Disease, con fenotipo clinico completo, dalle varianti LND descritte in
precedenza (HRH e HND) che differiscono principalmente per la minore gravita o

’assenza dei sintomi neuro comportamentali (Figura 2) 1%,
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Clinical spectrum of HPRT deficiency
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Figura 2: Spettro clinico associato a difetto di HPRT
(H. A. Jinnah et al, “Attenuated variants of Lesch-Nyhan disease”, 2010)

La figura mostra una rappresentazione schematica delle manifestazioni cliniche associate al difetto di
HPRT. Abbiamo tre categorie: LND, HND e HRH. L’ iperuricemia e presente in tutte e tre le condizioni.
Al contrario, le alterazioni comportamentali, cognitive e motorie sono distribuite in modo diverso. Lo
spessore di ciascuna barra é indice della frequenza e gravita di tale manifestazione.

A differenza dell’iperuricemia, presente in tutti i quadri di difetto di HPRT, i sintomi
neurocomportamentali si presentano con gravita maggiore o minore in relazione all’entita
del difetto enzimatico e vanno ad influenzare in modo rilevante la prognosi del paziente.
Per questo motivo, ¢ stata proposta una classificazione della Lesch-Nyhan e delle sue
varianti in 4 gruppi: >4

- Gruppo 1: normale sviluppo psicomotorio, assenza di sintomi neurologici; include
pazienti con deficit parziale di HPRT che determina una condizione di iperuricemia
asintomatica. Questi pazienti sono indipendenti e hanno una vita normale, possono
presentare talvolta distonia lieve associata all’esercizio fisico, deficit di attenzione o
comportamento ossessivo-compulsivo, ma di lieve entita.

- Gruppo 2: sintomi neurologici lievi; i pazienti manifestano andatura distonica,
disartria, balbuzie e lieve ritardo mentale; sono comunque soggetti indipendenti, che
camminano e vivono da soli.

- Gruppo 3: sintomi neurologici severi; in questi pazienti la distonia diventa severa e li
confina alla sedia a rotelle, con conseguente perdita della loro indipendenza. Non si

riscontrano, tuttavia, alterazioni comportamentali.
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- Gruppo 4: sindrome di Lesch-Nyhan classica; presentazione clinica tipica della
Lesch-Nyhan, con comportamento auto-lesivo, coreoatetosi, ballismo, spasticita e

incapacita di mantenere la posizione eretta 0 camminare.

1.5.1 Sintomi renali e articolari

L’iperuricemia ¢ alla base della malattia, ¢ tipica di tutti i pazienti affetti da deficit di
HPRT, indipendentemente dall’entita. E presente fin dalla nascita e pud manifestarsi con
sintomi di entita diversa, prevalentemente di natura renale o articolare.

Spesso le manifestazioni renali rappresentano il sintomo di esordio della malattia, con
riscontro di cristalli arancioni nel pannolino, gia nei primi giorni di vita. Altre
manifestazioni cliniche dell’iperuricemia comprendono: cristalluria, urolitiasi,
nefrolitiasi, gotta e artrite giovanile.

Si dovrebbe considerare il sospetto diagnostico di Lesch-Nyhan in bambini con
iperuricemia, associata a queste manifestazioni, anche se non ancora presenti i sintomi
neurologici. Piu precocemente verra fatta la diagnosi, prima verra iniziato il trattamento
per ridurre I’iperuricemia e quindi prevenire lo sviluppo di tofi gottosi e insufficienza

renale.

1.5.2  Sintomi neurologici e comportamentali

I sintomi neurologici solitamente compaiono verso i 3-6 mesi di vita, quindi piu tardi
rispetto ai sintomi da iperuricemia. Sono tipici delle forme piu gravi di difetto di HPRT
(LND e HND), mentre non si riscontrano nelle varianti piu lievi (HRH). Tali sintomi si
manifestano inizialmente con ipotonia e ritardo psicomotorio. La componente
comportamentale ¢ ancora piu tardiva e di solito si presenta correlato allo sviluppo della

dentizione. In alcuni casi pud anche svilupparsi epilessia #’.

Disturbi motori

Il sintomo motorio principale e precoce che caratterizza la malattia di Lesch-Nyhan ¢
I’ipotonia massiva con ritardo dello sviluppo psicomotorio. Successivamente, si associa
distonia d’azione, che puod evolvere verso una forma di distonia generalizzata,
determinando cosi I’assenza di qualunque autonomia motoria.

Nella maggior parte dei casi, infatti, questa condizione causa I’impossibilita di acquisire
tappe fondamentali dello sviluppo: i pazienti sono costretti su una sedia a rotelle e

completamente non autonomi nello svolgimento delle attivita quotidiane.
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Si riscontrano spesso anche movimenti involontari, quali coreoatetosi e ballismo, di solito
non presenti a riposo, ma scatenati soprattutto da situazioni di eccitazione o ansia. Segni
piramidali, come spasticita o iperreflessia, possono svilupparsi gia precocemente oppure
comparire piu tardi.

Altre manifestazioni di natura motoria riscontrate frequentemente comprendono disartria,

disfagia e opistotono.

La variabilita clinica dello spettro motorio dei casi descritti in letteratura sembra essere
giustificata non tanto dalla diversa espressione fenotipica della malattia in sé, ma piu che
altro dal diverso utilizzo della terminologia. Anche I’eta o uno stato ansioso del paziente

al momento della valutazione possono spiegare queste differenze 7.

Deficit cognitivo

Nella prima descrizione di malattia di Lesch-Nyhan il ritardo mentale veniva incluso nel
quadro clinico caratteristico della malattia °. Da studi successivi, pero, & emerso che in
realta i pazienti Lesch-Nyhan presentano solitamente un ritardo mentale di grado
moderato, mantengono la capacitda di concentrarsi, la consapevolezza di s¢ e sono
individui molto sociali **. In caso di deficit parziale di HPRT il grado di ritardo mentale
¢ variabile, solitamente piu lieve rispetto ai pazienti Lesch-Nyhan e si associa anche a

deficit dell’attenzione *°.

Manifestazioni comportamentali

Il comportamento autolesivo ¢ una delle caratteristiche distintive della malattia di Lesch-
Nyhan: si parla di Lesch-Nyhan Behaviour (LNB) 3°. Si presenta esclusivamente in
pazienti con deficit completo di HPRT, ma non in tutti, alcuni pazienti possono non
sviluppare mai nel corso della loro vita queste manifestazioni.

Solitamente le alterazioni del comportamento compaiono piu tardivamente rispetto ai
sintomi renali o motori, quando la dentizione ¢ completata, in genere trai2 e i 16 anni e

spesso I’insorgenza o I’aggravamento si associa a situazioni di stress psicologico °.

Le prime manifestazioni del LNB sono rappresentate dal mordersi le labbra, le guance, la
lingua o le dita, oppure sbattere la testa o gli arti contro ostacoli di vario genere. Non vi
¢ un deficit sensoriale alla base di questi comportamenti: i pazienti percepiscono il dolore,

cosi come tutte le altre sensazioni in modo integro *°.
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Sembrerebbe trattarsi piu che altro di un comportamento ossessivo-compulsivo, che fa

seguito ad un impulso incontrollabile °

. Alcuni pazienti, oltre all’automutilazione,
sviluppano anche comportamenti aggressivi nei confronti di familiari e amici, quali

sputare, colpire o utilizzare un linguaggio improprio >!.

I pazienti sono consapevoli del fatto che questi comportamenti, verso sé stessi e verso gli
altri, non siano conformi, ma non sono in grado di controllarli. Talvolta riescono a
percepire 1’inizio di un attacco e, di conseguenza, avvisano i familiari, chiedendo anche
di essere contenzionati per evitare lesioni gravi °2. Quando I’episodio compulsivo
svanisce, 1 pazienti provano un forte senso di colpa e tendono a scusarsi per il loro

comportamento.

1.5.3  Altre manifestazioni cliniche
Una caratteristica comune dei pazienti con Lesch-Nyhan ¢ I’anemia megaloblastica,
riscontrata nel 81-92% dei pazienti 3. In alcuni casi € presente anche una forma severa,

che necessita di trasfusioni di sangue per risolvere il quadro.

Altra manifestazione clinica che ¢ possibile riscontrare in questi pazienti ¢ rappresentata

da problemi digestivi, in particolare dal reflusso gastroesofageo (GERD).

Infine, abbastanza comune ¢ anche il riscontro di difetto di crescita in questi bambini, che
puo associarsi a scoliosi e lussazioni dell’anca come disturbi ortopedici piu frequenti.
Queste manifestazioni sono state osservate con maggiore frequenza nei pazienti con

forma classica di LND, rispetto alle forme varianti &,
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1.6 Diagnosi

La diagnosi di malattia di Lesch-Nyhan va sospettata basandosi sulla clinica del paziente
e poi confermata con esami biochimici, enzimatici ¢ molecolari.

Se ci si trova di fronte ad un bambino con iperuricemia associata a ritardo dello sviluppo
psicomotorio o altre manifestazioni di tipo neurologico, deve nascere il sospetto
diagnostico per questa malattia. Le alterazioni comportamentali, che sono distintive di
questa malattia, compaiono piu tardivamente ed ¢ necessario fare diagnosi il piu
precocemente possibile in modo da iniziare subito il trattamento e migliorare, per quanto

possibile, I’outcome del paziente.

1.6.1 Diagnosi biochimica

Le indagini biochimiche si basano sulla valutazione dei livelli di acido urico sierico e di
acido urico nelle urine. L’iperuricemia, infatti, ¢ una condizione tipica di tutti i pazienti
con deficit di HPRT, presente gia a partire dalla nascita. I valori normali di acido urico
nel siero dipendono dall’eta e dal sesso, in generale si considera come indice significativo
di LND un valore >8 mg/dl >3. Importante ¢ anche la valutazione del rapporto tra acido
urico nelle urine e creatinina (UA/C) che pud essere utilizzato come metodica di
screening per questa patologia >*. In condizioni fisiologiche questo rapporto ha un valore
di 1.55 nel corso della prima settimana di vita e man mano tende a diminuire, diventando
<1.0 dopo i 3 anni e 0.61 circa a 10 anni. Nei soggetti affetti da malattia di Lesch-Nyhan

1 valori di UA/C risulteranno aumentati.

Non sembrano esserci differenze di iperuricemia e/o iperuricosuria tra pazienti con LND

classica e le forme varianti °.

1.6.2 Diagnosi strumentale

In caso di sospetto di malattia ¢ possibile eseguire indagini di neuroimaging, quali TC o
RMN, che perd, nei vari studi riportati in letteratura fino ad oggi, non si sono dimostrati
utili ai fini diagnostici. La RMN ha evidenziato alcune alterazioni, quali una riduzione
del volume cerebrale globale o piu localizzata a livello di caudato e putamen, considerate,
per0, totalmente aspecifiche, . Oltre a TC e RMN, anche ’esecuzione di uno studio

elettroencefalografico (EEG) non ¢ considerata diagnostica in questi pazienti.
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1.6.3 Diagnosi enzimatica

Per confermare un sospetto diagnostico di Lesch-Nyhan o delle sue varianti € necessario
andare ad eseguire un dosaggio dell’attivita enzimatica di HPRT. Le tecniche utilizzate
possono essere diverse. Il gold standard ¢ rappresentato dalla tecnica radioenzimatica,
anche se oggi ¢ molto utilizzata la cromatografia liquida >°. Nella maggior parte dei casi
le analisi vengono svolte su eritrociti lisati. In alternativa, si considerano linfociti o
fibroblasti.

Come abbiamo gid descritto in precedenza, in base all’entita del deficit di HPRT
riscontrato potremo suddividere i pazienti in tre categorie: LND (0-2%), HND (2-10%),
HNH (>10%) .

1.6.4 Diagnosi molecolare

L’analisi molecolare rappresenta I’indagine definitiva per porre diagnosi di malattia. Si
effettua andando a sequenziare il gene HPRT1 per ricercare delezioni, inserzioni,

duplicazioni o mutazioni puntiformi a livello dei suoi nove esoni °’.

Una volta accertata la malattia nel bambino, ¢ necessario andare a fare una valutazione
genetica della famiglia, in particolare della madre, per diagnosticare un possibile stato di
portatore silente. Se la mutazione ¢ nota, infatti, si procede con test genetico sulla madre
per verificare la presenza o meno della stessa mutazione e nel caso in cui non si trovasse,
si pensera ad una mutazione de novo comparsa nel figlio .

Se, invece, la mutazione del bambino rimane ignota, si possono effettuare indagini
biochimiche nella madre per valutare i livelli di acido urico plasmatico e di acido urico,
ipoxantina e xantina nelle urine raccolte in 24 ore. Nel caso in cui questi valori risultino

aumentati, potrebbero essere indice di uno stato di portatore della mutazione .

In caso di gravidanze a rischio, ovvero quando c’¢ una familiarita nota per mutazione del
gene HPRT1, ¢ possibile fare diagnosi prenatale mirata, mediante amniocentesi, tra la 15*
e la 18" settimana di gestazione, oppure villocentesi, eseguita tra la 10? e la 12? settimana.
Sugli amniociti in coltura o sul campione di villi coriali viene fatta una valutazione
molecolare, applicando la diagnosi genetica con la ricerca del gene HPRT mutato , e
enzimatica, misurando I’attivita di HPRT. I livelli di HPRT ridotti aumentano il rischio

di malattia del feto ©1:62,
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1.6.5 Nuovi biomarker diagnostici

Uno studio recente ha analizzati campioni di sangue di 139 pazienti con deficit di HPRT,
ricercando possibili metaboliti specifici della malattia, da utilizzare come biomarcatori
diagnostici %. Ne sono stati analizzati molti, ma solo sei di questi sono stati ritenuti
rilevanti: quattro derivati purinici, AICAR, ZTP, ATP e S-AMP, e due precursori del
NAD (H), acido nicotinico e nicotinamide.

Non si ¢ riscontrata una correlazione tra il profilo metabolico e la severita del quadro
clinico, ma questi marcatori, soprattutto se usati in combinazione, sembrano avere un

buon potere diagnostico e prognostico 3.

1.6.6 Diagnosi differenziali

La principale diagnosi differenziale dei pazienti con deficit di HPRT ¢ rappresentata dalla
paralisi cerebrale, per via della distonia e del ritardo psicomotorio manifestati dai pazienti
affetti. Altre diagnosi differenziali vanno prese in considerazione per via delle
manifestazioni comportamentali e comprendono: sindrome di Rett, disordini dello spettro
autistico, sindrome di Tourette, sindrome Cornelia de Lange, neuropatia sensitiva

ereditaria e disautonomia familiare 3.

1.7 Prognosi

I pazienti affetti da malattia di Lesch-Nyhan tendono ad avere un’aspettativa di vita
ridotta rispetto alla popolazione sana. Tuttavia, grazie ai progressi nella disponibilita di
trattamenti, la sopravvivenza ¢ migliorata nel tempo, raggiungendo oggi una media di
circa 30 anni >3. Le cause di morte piti comuni sono rappresentate dall’insorgenza di un
quadro di insufficienza respiratoria o da infezioni, prevalentemente polmoniti da

aspirazione.

Altre condizioni potenzialmente letali correlate alla patologia comprendono
I’insufficienza renale e la malnutrizione, in caso di forme severe di disfagia, che risultano
per0 piu rare ad oggi, se trattate correttamente %, L’incidenza di insufficienza renale puo
essere ridotta con la diagnosi precoce e il tempestivo inizio del trattamento con

allopurinolo.
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Per quanto riguarda la malnutrizione, per migliorare 1’outcome del paziente, si possono
mettere in atto diversi comportamenti: una corretta valutazione nutrizionale, associata a
eventuale riabilitazione deglutitoria e, nei casi piu gravi, ricorso all’impiego di nutrizione
enterale tramite gastrostomia o nutrizione parenterale. Sono stati riportati anche casi di
morte improvvisa di soggetti affetti da Lesch-Nyhan, nei quali studi autoptici post-
mortem hanno rivelato un possibile danno respiratorio, che quindi rimane la principale

causa di morte %,

1.8 Terapia

La terapia della malattia di Lesch-Nyhan ha come obiettivo principale il controllo
dell’iperuricemia. Il farmaco piu utilizzato a questo scopo ¢ I’allopurinolo, che va ad agire
inibendo I’enzima xantina-ossidasi, cosi da bloccare la conversione di xantina e
ipoxantina in acido urico e quindi ridurre 1 livelli di acido urico nel sangue. In questo
modo, I’allopurinolo agisce prevenendo lo sviluppo delle complicanze dell’iperuricemia,
che comprendono: cristalluria di acido urico, nefrolitiasi, artrite gottosa e tifo. Nei
pazienti affetti da malattia di Lesch-Nyhan gli effetti di questo farmaco sono evidenti:
vengono normalizzati i livelli di acido urico sierico, si riduce il rapporto acido urico
urinario/creatinina (UA/C) e aumenta I’escrezione di ipoxantina e xantina con le urine .
E consigliato I’inizio della terapia con allopurinolo al momento della diagnosi di malattia,

per ottenere risultati migliori e ridurre il piu possibile il rischio di complicanze.

La dose iniziale di farmaco che viene somministrata ¢ pari a 5-10 mg/kg al giorno, ma
questa va adattata sulla base dei livelli di uricemia, di UA/C e anche di xantina .

Infatti, una complicanza associata al trattamento con allopurinolo ¢ rappresentata dallo
sviluppo di litiasi di xantina, una condizione molto rara, ma di possibile riscontro in questi

pazienti, che richiede monitoraggio e aggiustamento della terapia ipouricemizzante .

Un’alternativa all’allopurinolo nei pazienti con iperuricemia e gotta ¢ il febuxostat, un
potente inibitore non purinico della xantina ossidasi ¢’. In pazienti adulti affetti da gotta
questo farmaco somministrato giornalmente ad un dosaggio di 80mg o 120mg si ¢
dimostrato avere un maggior effetto ipouricemizzante rispetto all’allopurinolo con

dosaggio di 300mg 3,
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Tuttavia, nei bambini con malattia di Lesch-Nyhan il febuxostat rappresenta un farmaco
di seconda scelta, da utilizzare nel caso in cui il paziente manifesti reazioni da
ipersensibilita all’allopurinolo, quali sindrome di Steven Johnson o necrolisi epidermica

tossica (di raro riscontro).

Oltre al trattamento dell’iperuricemia, sempre per quanto riguarda 1’aspetto renale, sono
fortemente indicate una corretta idratazione, con 1’obiettivo di mantenere la diuresi
superiore a 2-2.5 L/die e I’alcalinizzazione delle urine, con sodio bicarbonato e/o citrato
di potassio, in modo da portare il pH urinario fra 6,5 e 7 cosi da ridurre il rischio di

calcolosi .

Per quanto concerne I’aspetto neurologico, siccome ad oggi rimane sconosciuta la
patofisiologia alla base, risulta difficile pensare ad un trattamento efficace.

Considerata la forte ipotesi di deficit dopaminergico alla base dello sviluppo della
sintomatologia neuro-comportamentale, si ¢ pensato di utilizzare farmaci dopaminergici.
Inizialmente, pero, si € visto che 1’utilizzo di levodopa causava un peggioramento dei
sintomi motori nei pazienti 7°.

Bisogna, tuttavia, considerare 1’eta di insorgenza della deplezione di dopamina, perché
questa influenza I’outcome dei pazienti e, di conseguenza, la risposta al farmaco in esame.
Si ¢ visto, infatti, che in topi adulti la distruzione di neuroni dopaminergici nigrostriatali
causa una forma di parkinsonismo che migliora con la levodopa; invece, la stessa lesione
in topi appena nati causa iperattivita, esacerbata dal trattamento con levodopa 7. Questo
significa probabilmente che un deficit dopaminergico precoce induce un adattamento
neuronale che causa poi il fenotipo comportamentale, non attenuabile con la terapia
dopaminergica. Per questo motivo, si ¢ pensato di iniziare la terapia con levodopa
precocemente, prima dello sviluppo della sintomatologia auto-mutilante, in modo da
prevenirla. In uno studio recente ¢ stata messa in atto la terapia in tre pazienti affetti da
Lesch-Nyhan di 11-13 mesi e due di questi a distanza di 14/15 anni non hanno mai
sviluppato alterazioni comportamentali, pur mantenendo distonia, ipotonia e le altre

manifestazioni neurologiche 2.
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Oltre alla levodopa, ci sono altre terapie in fase di studio, in particolare per il trattamento
dell’aspetto comportamentale autolesivo dei pazienti. Tra queste troviamo innanzitutto il

3 e la tossina botulinica, che,

gabapentin, farmaco analgesico e anticonvulsivante
sfruttando la sua funzione di blocco della conduzione neuromuscolare, se iniettata
bilateralmente a livello dei muscoli masseteri, potrebbe andare a ridurre le auto-
mutilazioni dei pazienti 7.

Un altro farmaco che sembra avere effetti interessanti ¢ la S-adenosil metionina (SAM),
un coenzima presente fisiologicamente nel nostro organismo, che funziona da donatore
di gruppi metilici, promuovendo in questo modo reazioni di trans-metilazione e quindi di

sintesi di serotonina, dopamina e adrenalina 7>76.

Ulteriore possibilita presa recentemente in considerazione ¢ la Deep Brain Stimulation
(DBS), un trattamento innovativo basato sulla stimolazione elettrica di particolari aree
cerebrali, in questo caso il globo pallido interno. Questo trattamento ¢ stato applicato in
tre pazienti e ha determinato in tutti i casi un outcome positivo, con scomparsa delle

manifestazioni comportamentali autolesive’” 7.

Ad oggi, nonostante i risultati promettenti sull’utilizzo di queste terapie, le evidenze non
sono ancora abbastanza solide da consentirne 1’adozione come trattamento ufficiale. I
farmaci che vengono utilizzati nella maggior parte dei pazienti hanno quindi uno scopo
puramente sintomatico.

Per la spasticita e la distonia si usano principalmente le benzodiazepine, come diazepam,
clorazepam, lorazepam, per il loro effetto miorilassante, e il baclofene, un miorilassante
ad azione centrale che agisce da inibitore dell’acido gamma-aminobutirrico *’. In alcuni
pazienti si ¢ testata anche la somministrazione di baclofene intratecale, che sembra avere
buoni effetti sia sulla distonia, sia per quanto riguarda I’aspetto comportamentale, forse

per un’interazione con i circuiti dopaminergici 38!,

Da un punto di vista non farmacologico, la riabilitazione fisica risulta molto importante,
anche per quanto riguarda le componenti di disartria e disfagia, cosi come 1’utilizzo di
supporti per la deambulazione e ausili per il controllo della postura e la prevenzione delle

deformita.
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Per le manifestazioni comportamentali, oltre ai farmaci gia citati, sono spesso utilizzati
anche farmaci neurolettici, come il risperidone, che in alcuni casi sembra aver avuto un
buon effetto 283, In aggiunta alla terapia medica, ¢ importante cercare di ridurre le
situazioni di stress a cui viene sottoposto il paziente, in quanto queste influiscono

negativamente sulla sintomatologia. A questo scopo viene in aiuto la psicoterapia.

Nonostante queste terapie e accorgimenti, pero, il trattamento pit comune ed efficace
delle manifestazioni comportamentali rimane la contenzione fisica 8. Questa prevede, ad
esempio, ’'utilizzo di guanti, per evitare I’esposizione delle mani, oppure i tutori per
bloccare gli arti superiori e/o inferiori 8, spesso richiesti dal paziente stesso.

Per quanto riguarda il trattamento odontoiatrico, questo merita un capitolo a parte, per via
delle tipiche lesioni della mucosa orale che caratterizzano la malattia di Lesch-Nyhan
nella sua forma tipica. In passato 'unica opzione terapeutica era rappresentata
dall’estrazione totale degli elementi dentali, con conseguente danno alimentare
permanente. Ad oggi, il trattamento di scelta come prevenzione del danno ai tessuti orali
e periorali € rappresentato dai bite di contenimento, che, posti uno sull’arcata superiore e
uno su quella inferiore, risultano essere efficaci nell’attutire il trauma masticatorio e le
sue conseguenze, conservando la dentizione del paziente. Oggi questi dispositivi vengono
realizzati in resina, sono in genere ben tollerati dai pazienti e facilmente gestibili da parte

dei genitori %,

L’estrazione dentale viene riservata ai casi piu gravi in cui non si riesce a evitare
I’automutilazione con gli altri mezzi di contenzione. Non ¢ un intervento di routine nei
pazienti affetti, ma non ¢ neanche I’ultima spiaggia in caso di mutilazione orale. Bisogna
capire quando ¢ il caso di agire e farlo il prima possibile per evitare complicanze,

soprattutto di natura estetica 87.
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LE SCIENZE “OMICHE”

Per scienze “omiche” si intendono una serie di discipline nell’ambito della ricerca
scientifica che studiano in modo sistematico e globale le componenti biologiche
all’interno di un organismo. Il suffisso “-omica” pud essere aggiunto ad una qualsiasi
tecnica di biologia molecolare, qualora si voglia identificare un’analisi simultanea di un
insieme di composti biologicamente attivi .

A seconda delle categorie di dati analizzate (geni, trascritti, proteine o metaboliti),
nell’ambito delle scienze “omiche” possiamo distinguere: genomica € epigenomica,
trascrittomica, proteomica, metabolomica. Nell’approccio “multi-omico” vengono
integrati tra loro tutti i dati “omici” ottenuti in modo da ottenere una visione pit completa
e dettagliata dei processi biologici (Figura 3) .

Si utilizzano tecnologie ad alto rendimento, high-thoughput, che sono in grado di
analizzare un grande numero di dati in tempi relativamente brevi, come le tecniche di
sequenziamento di nuova generazione (NGS), i microarray o la spettrometria di massa
(MS) %°. Nello specifico, la genomica e la trascrittomica si avvalgono del sequenziamento

NGS, mentre la proteomica e la metabolomica si affidano alla spettrometria di massa *°.

> T\ —h—\\\
P> ﬂl/,> _u_)/

Genomica Trascrittomica Proteomica Metabolomica Fenotipo

Complessita

Figura 3: Integrazione delle scienze “omiche” e livelli di complessita biologica
(Cervesato A, Raucci R, Buononato D, et al, “Application of proteomics and metabolomics to
study inherited kidney disorders: from big data to precision medicine”, 202(0)
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In ambito biomedico le scienze “omiche” hanno una spiccata utilita. Infatti, rappresentano
strumenti estremamente efficaci per comprendere a fondo le basi molecolari delle
patologie, lo sviluppo biologico dei singoli individui e la risposta a eventuali interventi
terapeutici. Gli studi di genomica e trascrittomica hanno contribuito a chiarire i modelli
di espressione genica in diversi stati biologici, sia sani che malati.

Allo stesso modo, la proteomica e la metabolomica, sono risultate importanti nel

comprendere il ruolo di svariate molecole ¢ le loro interazioni negli organismi *°.

2.1 Genomica

La decodifica del genoma umano, pubblicata con il “Progetto Genoma Umano” nel 2003,
ha aperto una nuova era di ricerca scientifica nel campo biomedico, la cosiddetta era
“post-genomic” °!. Da questi presupposti nasce la genomica, una disciplina nell’ambito
delle scienze “omiche” che ha come oggetto di studio proprio il genoma umano. A
differenza della genetica che si concentra sullo studio dei singoli geni, la genomica
analizza 1’intero genoma, valutando sia le mutazioni dei singoli geni, sia soprattutto le
interazioni tra geni diversi e con I’ambiente esterno, interazioni che possono avere un
importante significato nella patogenesi di alcune malattie 8.

In questo modo ¢ possibile mappare e studiare le varianti genetiche associate a patologie
ereditarie in diverse popolazioni, con l’obiettivo di migliorare la comprensione
fisiopatologica di fenotipi complessi.

Le tecnologie utilizzate sono migliorate molto negli anni, portando ad una importante

92

riduzione dei costi **. Tra queste troviamo le tecniche NGS per il sequenziamento

dell’intero genoma e dell’esoma e il microarray di genotipi.

2.2 Trascrittomica

La trascrittomica ¢ una disciplina che studia il trascrittoma, ovvero I’insieme degli RNA
trascritti a partire dal genoma di un dato campione biologico, una cellula o un tessuto. I
metodi utilizzati per questo tipo di valutazione includono i microarray di espressione
del'mRNA, il sequenziamento delllRNA e la reazione a catena della polimerasi
quantitativa in tempo reale (QRT-PCR o qPCR) ?3-%4,

L’obiettivo della trascrittomica ¢ quello di studiare I’espressione genica di specifici geni

andando a quantificare i livelli di RNA trascritto.
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In questo modo ¢ possibile realizzare uno studio comparativo dell’espressione genica tra
tessuti malati e sani, identificando i1 geni che mostrano cambiamenti significativi in

condizioni patologiche.

Queste informazioni non solo approfondiscono la comprensione della patogenesi di una
malattia, ma possono anche mettere in evidenza trascritti chiave da poter utilizzare come
nuovi biomarcatori diagnostici 5.

Oltre a questi importanti risultati, gli studi di trascrittomica hanno anche favorito lo
sviluppo della ricerca scientifica nel campo degli RNA non codificanti, coinvolti in

numerose patologie.

2.3 Proteomica

La proteomica ha come materia di studio I’insieme di proteine espresse in una cellula, un
tessuto o nell’intero organismo. Identificando e caratterizzando il corredo proteico ¢
possibile scoprire nuovi biomarcatori alla base di una patologia, ma anche analizzare
possibili modifiche post-traduzionali, che svolgono un ruolo chiave nella regolazione

delle funzioni cellulari *°.

L'approccio proteomico, per isolare e identificare le proteine, si avvale dell’utilizzo
combinato di elettroforesi bidimensionale (2DE) e spettrometria di massa °¢. Nell’ambito
della proteomica ¢ fondamentale la valutazione quantitativa, in modo da identificare i
differenti dosaggi di proteine tra campioni sani e malati. Quindi, ¢ necessario utilizzare
sempre delle tecniche che permettano di mettere in atto una misurazione di tipo

quantitativo %7,

2.4 Metabolomica

La metabolomica si concentra sul metaboloma, vale a dire ’insieme di amminoacidi,
acidi grassi, carboidrati o altri metaboliti, che nel loro insieme riflettono la funzione
metabolica di un sistema biologico in specifiche condizioni nutrizionali, genetiche e
ambientali %%. Viene utilizzata in ambito biomedico per studiare a fondo i processi
fisiopatologici coinvolti nello sviluppo e nella progressione delle patologie e identificare

possibilmente nuovi biomarcatori diagnostici e prognostici 8.
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Infatti, il metaboloma rappresenta il prodotto finale dei vari processi cellulari e, di
conseguenza, i cambiamenti nell’espressione genica, nella produzione proteica e
nell’ambiente si riflettono su di esso.

A dimostrazione di ci0, in uno studio di metabolomica svolto su un campione di uomini
finlandesi, noti portatori di polimorfismi a singolo nucleotide, si ¢ dimostrata la
correlazione tra questi e i fenotipi metabolici sierici riscontrati, fornendo importanti basi

per studi futuri .

La metabolomica puo essere di due tipologie diverse, a seconda dei metaboliti analizzati
e degli obiettivi dello studio. La metabolomica “fargeted” si riferisce all’analisi di un
numero limitato di metaboliti, selezionati in funzione di uno specifico obiettivo di ricerca.
Al contrario, la metabolomica “untargeted” consiste in un’analisi globale e non selettiva

1 tutti 1 metaboliti presenti nel campione in esame, senza un’ipotesi predefinita '*".
di tutt tabolit ti nel , ’ipot definita '°°

Oltre alla ricerca biomedica, dove gli studi di metabolomica hanno lo scopo di identificare
biomarcatori di malattie, monitorare lo stato di salute e sviluppare nuovi approcci
diagnostici e terapeutici, questa disciplina ¢ stata anche utilizzata in farmacologia, per
studiare gli effetti dei farmaci sul metabolismo, e in ambito nutrizionistico, al fine di

valutare gli effetti dell'alimentazione sul metabolismo.

Da un punto di vista tecnico, la metabolomica comprende tre passaggi fondamentali:
preparazione del campione con estrazione dei metaboliti, misurazione del metaboloma e

analisi dei dati (Figura 4) !,

2.4.1 Preparazione del campione

Le tipologie di campioni che possono essere studiati in metabolomica sono svariate e
comprendono sangue, urina, tessuti, cellule o altri fluidi biologici. La scelta del campione
dipende dagli obiettivi della ricerca e dalle informazioni che si desidera ottenere dallo
studio.

E importante che la raccolta e la conservazione del campione vengano svolte in modo

adeguato, per ridurre il piu possibile errori in fase pre-analitica %2,
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Altrettanto importante ¢ la fase di estrazione dei metaboliti dal campione, che deve essere
eseguita tenendo conto del loro rapido turnover, spesso nell’ordine di pochi secondi, e del
conseguente rischio di alterare in modo significativo il profilo metabolico del campione.
Esistono diversi approcci, i piu tipici includono il congelamento e/o la denaturazione
enzimatica con solventi organici.

Per i fluidi biologici o le cellule in coltura solitamente si aggiunge un solvente organico
freddo, di modo che la bassa temperatura rallenti il metabolismo, mentre il solvente
organico si occupa della denaturazione enzimatica permanente !,

Per i campioni tissutali, invece, viene schiacciato il tessuto tra due piastre metalliche a

103)
2

temperatura di azoto liquido (pinza di Wollenberger in modo da determinarne il

congelamento. Dopodiché, 1’estrazione viene eseguita con solvente organico freddo.

2.4.2 Misurazione del metaboloma

Una volta preparato il campione, si passa alla fase di misurazione del metaboloma, che si
avvale di strumenti analitici avanzati. Innanzitutto, si utilizza la Cromatografia Liquida
ad Alte Prestazioni (UHPLC) con lo scopo di separare i vari metaboliti contenuti nel
campione sulla base delle loro proprietda chimiche, come ad esempio 1’idrofobicita.
Questa tecnica viene utilizzata nella fase preliminare di analisi del campione, prima di

passare alla spettrometria di massa: si parla di LC-MS-based metabolomics '**

. In questo
modo si migliora la risoluzione analitica della spettrometria di massa e, in particolare, si
va a ridurre la soppressione ionica (possibile durante il processo di ionizzazione
elettrospray), si prevengono artefatti quantitativi e si separano gli isomeri (molto comuni

tra i metaboliti), cosi che questi risultino successivamente identificabili °!.

In seguito, si passa alla spettrometria di massa (MS), che ¢ la tecnica piu utilizzata per lo
studio dei metaboliti, in quanto consente di identificare e quantificare i metaboliti in un
campione, sulla base del loro rapporto massa/carica (m/z).

Come prima cosa, I’estratto liquido da analizzare deve essere ionizzato, di modo tale che
le molecole assumano una carica e che quindi risultino visibili al “rilevatore” della
macchina. La tecnica piu utilizzata per la ionizzazione ¢ la ionizzazione elettrospray
(ESI), che consiste nel pompare il campione tramite un ago sottile e applicarvici un’alta
tensione elettrica, in modo da convertire le molecole di liquido in goccioline cariche, che

infine generano ioni in fase gassosa per evaporazione del solvente 9.
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Una volta ottenute le particelle cariche, queste vengono separate sulla base del rapporto
m/z da un analizzatore di massa. Lo strumento piu utilizzato ¢ Orbitrap, un elettrodo a
forma di mandrino che crea un campo elettrico in cui gli ioni iniettati si muovono
oscillando ad una frequenza che dipende dal loro rapporto m/z '%.

Attraverso una formula, poi, il sistema converte queste oscillazioni in un segnale

spettrale, determinando in modo molto preciso le masse.

2.4.3  Analisi dei dati

Ultimo step ¢ quello di elaborazione e interpretazione dei risultati. La fase piu importante
¢ quella di identificazione dei metaboliti, che si basa sul confronto dei risultati ottenuti
con database e librerie spettrali. Molto utilizzato ¢ il programma Open Source XCMS,
accessibile online tramite una piattaforma web 7.

Infine, I’analisi statistica ci consente di capire se ci sono e quali sono i metaboliti che
cambiano significativamente tra i campioni patologici e non.

In questo modo, si riescono a trarre le conclusioni di un determinato studio.

1. Metabolite extraction 2. Chromatography 3. Mass spectrometry 4. Data analysis
Key: rapid enzyme quenching Key: separation Key: sensitivity Key: metabolite identification
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Figura 4: Passaggi nell’analisi metabolomica
(Jang C, Chen L, Rabinowit; JD, “Metabolomics and Isotope Tracing”, 2018)

Nella figura sono ben rappresentati i diversi passaggi che caratterizzano un’analisi metabolomica. Si
parte dalla preparazione del campione, con il processo di estrazione dei metaboliti, eseguito con
modalita diverse a seconda della tipologia di tessuti analizzata. Successivamente si passa alla
cromatografia, che permette di separare i campioni sulla base di caratteristiche, come la volatilita
(perigas), la polarita o l'idrofobicita. La cromatografia e seguita dalla spettrometria di massa, punto
cardine per la misurazione dei metaboliti in base al loro rapporto m/z. Infine, troviamo [’analisi dei
dati, con I'identificazione dei metaboliti riscontrati.
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BACKGROUND ED OBIETTIVI DELLO STUDIO

La malattia di Lesch-Nyhan (LND) ¢ una malattia rara, geneticamente determinata ad
ereditarieta recessiva legata al cromosoma X. Il gene HPRT1, ad oggi, ¢ il solo gene
riconosciuto come responsabile della malattia e ne sono state descritte piu di 600
mutazioni diverse 3. HPRT1 codifica per I’enzima ipoxantina-guanina
fosforibosiltransferasi (HPRT), un enzima coinvolto nella via di salvataggio delle purine,
che si occupa del recupero di ipoxantina e guanina per ottenere nucleotidi inosinici (IMP,
precursore di AMP, ADP e ATP) e guanilnici (GMP, GDP, GTP) 2. Un deficit di tale
enzima comporta iperuricemia severa, a causa dell’accumulo, da un lato, di basi azotate
non “recuperate” che vengono degradate dalla xantina ossidasi in acido urico, dall’altro
di fosforibosilpirofosfato (PRPP), che, essendo il primo substrato della via di sintesi de

novo delle purine, ne determina un’iperattivita >.

A seconda della mutazione presente, variera I’attivita enzimatica residua, determinando

quadri fenotipici diversi, distinti principalmente in tre sottogruppi %:

- Fenotipo classico della LND (OMIM 300322), causato da deficit completo
dell’attivita enzimatica e caratterizzato da iperuricemia e manifestazioni
neurocomportamentali (disfunzione motoria, deficit intellettivo e disordini
comportamentali con episodi di automutilazione);

- Fenotipo neurologico, definito HPRT-Related Neurological Dysfunction (HRND),
causato da difetto enzimatico parziale, con attivita residua <10% e caratterizzato da
vari gradi di sintomi neuromuscolari, in assenza di disordini del comportamento;

- Fenotipo iperuricemico, definito HPRT-Related Hyperuricemia (HRH), con attivita
enzimatica residua >10% e quadro clinico definito unicamente da sintomi secondari

all’accumulo di acido urico.

L’accumulo di acido urico giustifica le manifestazioni renali e articolari, mentre rimane
ignoto come il deficit di HPRT possa determinare il quadro neurologico e
comportamentale dei pazienti affetti da LND. Diversi studi, neurochimici, di imaging, ma
anche in vitro e su modelli animali, hanno evidenziato alterazioni a carico del sistema
dopaminergico e ad oggi questa ¢ I’ipotesi piu accreditata per spiegare il quadro clinico

neurocomportamentale 2!,
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Nonostante questo, pero, le terapie farmacologiche proposte, ad esempio la terapia
dopaminergica sostitutiva con levodopa, hanno mostrato solo una parziale efficacia sulle
alterazioni neurocomportamentali e rimangono, per questo, ancora in fase di studio 72. La
terapia, ad oggi, ha uno scopo puramente sintomatico e si basa sull’utilizzo di
benzodiazepine, baclofene (anche intratecale) e poi la contenzione fisica, che rimane la

misura cardine per impedire le automutilazioni ricorrenti 3.

Nel 2015 ¢ stato portato a termine uno studio metabolomico targeted su campioni di
sangue di una coorte di pazienti francesi affetti da Lesch-Nyhan e dalle varianti HND e
HRH . Sono stati misurati i livelli di metaboliti coinvolti nel metabolismo di basi azotate
e nucleotidi, confrontando i pazienti affetti dalla malattia, con i controlli sani. Sei
metaboliti si sono rivelati possibili biomarker fortemente predittivi, alcuni derivati
purinici (AICAR, ZTP, ATP e Succinil-AMP), altri precursori di NAD(H) (acido
nicotinico, nicotinamide). Non si ¢ valutata una correlazione tra severita clinica del
quadro patologico e concentrazione dei biomarker, cosi come non ¢ stata valutata alcuna

differenza significativa tra pazienti trattati e soggetti non sottoposti a trattamento.

Successivamente, nel 2016 uno studio metabolomico untargeted su campioni di tessuto
cerebrale e di siero di topi con mutazione di HPRT (modello animale di Lesch-Nyhan) ha
portato a risultati interessanti, dimostrando la presenza di sei metaboliti “anomali” nei

topi knockout HPRT rispetto agli individui wild-type 1%

. Due di questi metaboliti sono
risultati significativi e sono AICAR (5-aminoimidazolo-4-carbossamide ribonucleotide),
che risulta aumentato, e 1-MI4AA (1-metilimidazolo-4-acido acetico), che invece risulta
ridotto. Entrambi partecipano al metabolismo dell’istidina e, di conseguenza,
dell’istamina, confermando quindi I’ipotesi dopaminergica. Inoltre, AICAR ¢ un

intermedio nella via di sintesi delle purine e cid spiegherebbe la correlazione tra il suo

aumento e la malattia.

Questi studi hanno posto le basi per lo studio in esame, che si pone come obiettivo finale
quello di comprendere il meccanismo fisiopatologico alla base delle alterazioni
neurocomportamentali caratteristiche della malattia di Lesch-Nyhan.

Questo rappresenterebbe un importante passo per la comprensione della malattia e, come
conseguenza, l’identificazione di terapie eziologiche efficaci per permettere un

miglioramento della qualita di vita dei pazienti affetti.
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La metabolomica ¢ uno strumento molto importante per questi studi, perché offre la
possibilita di studiare simultaneamente le reazioni enzimatiche alla base delle vie
metaboliche, valutando i metaboliti prodotti, consumati e/o convertiti e ottenendo cosi

un’istantanea della fisiologia di una cellula o organismo.

Lo scopo di questo studio, in particolare, ¢ quello di eseguire analisi metabolomiche
untargeted ad ampio spettro su campioni di plasma prelevati da una coorte di pazienti
affetti da LDN classica seguiti presso I’IRCCS Giannina Gaslini di Genova. I dati “omici”
ottenuti dai campioni LND verranno confrontati con i dati ottenuti da una popolazione
controllo sana, al fine di comprendere come il difetto enzimatico alla base della patologia
possa andare ad alterare i processi metabolici cellulari.

In aggiunta, verra fatto anche un confronto con una serie di campioni raccolti in pazienti
affetti da paralisi cerebrale infantile (PCI), che quindi presentano una sintomatologia

neurologica in parte sovrapponibile ai pazienti LND, ma in assenza della malattia stessa.

Da ci0 si deduce che I’obiettivo primario dello studio ¢ quello di cercare di identificare

una possibile relazione tra il disordine genetico e i metaboliti accumulati e/o deficitari nei

soggetti malati. Tra gli obiettivi secondari, invece, rientrano:

- Identificare nuovi biomarkers per permettere una diagnosi precoce di LND;

- Identificare bersagli farmacologici per possibili trattamenti sperimentali;

- Valutare la correlazione tra le informazioni metabolomiche ottenute e le informazioni
cliniche, biochimiche e genetiche dei pazienti per una migliore comprensione dei vari

aspetti della patologia.
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MATERIALI E METODI

4.1 Disegno dello studio

Abbiamo eseguito uno studio osservazionale prospettico monocentrico e biologico
traslazionale, andando ad analizzare i campioni di plasma di soggetti seguiti o afferenti
all’Istituto Giannina Gaslini di Genova, con diagnosi di malattia di Lesch-Nyhan nel suo
fenotipo classico LND. Per ciascun paziente reclutato, previo consenso informato da parte
dei genitori, sono state raccolte le informazioni anamnestiche e un campione di sangue
venoso di 3-4 mL, durante i prelievi di routine eseguiti in occasione di un controllo
clinico. I campioni ematici sono stati prelevati in provette contenenti acido
etilendiamminotetraacetico (EDTA), un agente chelante di utilizzo comune in campo
medico e di laboratorio. Nell’ambito degli studi metabolomici e genetici, ’EDTA serve
non solo come anticoagulante, ma anche per prevenire la degradazione degli acidi

nucleici, in quanto agisce bloccando I’attivita DNasica '%.

I campioni sono stati raccolti nei pazienti a digiuno e sono stati inviati immediatamente
alla Biobanca dell’Istituto. Qui, entro 60 minuti dal prelievo, sono stati centrifugati a 3000
RPM per 10-15 minuti, in modo da separare plasma/siero dalle altre componenti cellulari
per poi passare alla fase di aliquotazione. Questa prevede 1’estrazione del plasma dalle
provette e la sua suddivisione in cryo-vials da 500 uL, successivamente poste in freezer
a -80°C per la conservazione. Questi step sono molto importanti da seguire per la
preparazione dei campioni di studi metabolomici, al fine di andare a ridurre il piu

possibile il rischio di errori in fase pre-analitica '%2,

I campioni dei pazienti affetti dalla malattia sono stati confrontati con una popolazione di
controlli sani (CTRL), raccolti in collaborazione con il Laboratorio Centrale e il Centro
Trasfusionale dell’Istituto. I soggetti sani sono stati selezionati con un rapporto 1:1, per
sesso (solo maschile) e fasce di etd compatibili con quelle dei campioni LND, in modo
da minimizzare i possibili bias di selezione. Dal campione ematico, centrifugato e
mantenuto a 4°C per un massimo di 24h nel laboratorio, ¢ stata prelevata un’aliquota di

plasma, subito trasferita in freezer a -80°C per la conservazione.
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Oltre ai CTRL, grazie alla collaborazione dell’UOC di Neuropsichiatria Infantile
dell’Istituto, sono stati raccolti campioni di plasma da bambini affetti da paralisi cerebrale
infantile (PCI) secondaria ad asfissia perinatale e non su base genetica. Questa coorte ¢
stata selezionata per offrire un gruppo di confronto caratterizzato da un quadro
neurologico in parte sovrapponibile alla LND, ma privo della mutazione genetica alla
base. Le modalita di prelievo e la conservazione di questi campioni sono state identiche

a quelle adottate per i pazienti LND.

Una volta conclusa la raccolta dei campioni dei pazienti arruolati, questi sono stati inviati
presso il Laboratorio Core Facilities dell’Istituto per procedere all’analisi metabolomica
untargeted. 1 dati ottenuti sono stati poi analizzati e valutati in correlazione alle
informazioni cliniche disponibili, confrontando le varie popolazioni in analisi in modo da

trarre le conclusioni dello studio.

4.2 Descrizione della coorte di studio

Lo studio ¢ stato proposto a tutti i pazienti con difetto totale di HPRT, e quindi fenotipo
classico LND, seguiti presso 'IRCCS Giannina Gaslini di Genova, includendo anche i
pazienti che accedono all’Istituto per i controlli in occasione degli Open Day organizzati
ogni anno. I campioni LND analizzati sono stati 38, corrispondenti a 24 pazienti affetti

da forma completa di Lesch-Nyhan.

I criteri di selezione applicati per questa coorte di pazienti analizzati sono stati:

- Deficit di HPRT confermato da test enzimatici e/o test genetici,

- Volonta di partecipazione allo studio, espressa tramite consenso informato da parte
dei genitori o da eventuali tutori, data I’impossibilita dei pazienti di esprimere assenso

a causa della patologia di base.

Tra 1 criteri di esclusione, invece, troviamo:

- Deficit enzimatico parziale e/o assenza di coinvolgimento neurologico (varianti della
Lesch-Nyhan, HRND e HRH);

- Concomitanza di altre malattie metaboliche;

- Riscontro di malattie croniche, indipendenti dalla malattia di Lesch-Nyhan.
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Alcuni dei campioni utilizzati per lo studio erano gia stati raccolti negli anni precedenti e
conservati presso la Biobanca dell’istituto, altri sono stati prelevati tra la fine del 2024 e
aprile 2025. Le fasce di eta reperite spaziano da bambini sotto all’anno di vita, fino a

pazienti adulti, con eta superiore a trenta anni.

I campioni controllo (CTRL) sono stati raccolti tra marzo e aprile 2025. Sono stati
selezionati presso il Laboratorio Centrale dell’Istituto soggetti sani, privi di patologie note
e con esami nei limiti di normalitd, compatibili per sesso e eta con i pazienti LND. Per la
popolazione adulta, sono stati inclusi i campioni di alcuni donatori volontari afferenti al
Centro Trasfusionale dell’Istituto, anch’essi sani € con esami ematici non alterati. In

totale sono stati raccolti e analizzati 36 campioni di pazienti sani.

Per quanto riguarda la popolazione di campioni di bambini con Paralisi Cerebrale
Infantile (PCI), non si € potuto del tutto rispettare la corrispondenza di eta e sesso, per via
delle difficolta di reclutamento dei pazienti. Sono stati raccolti 28 campioni in totale, 18

di sesso maschile e 10 di sesso femminile, distribuiti nelle varie fasce d’eta.
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4.3 Analisi metabolomica untargeted

L’analisi metabolomica untargeted ¢ stata eseguita sui campioni di plasma delle tre
popolazioni in analisi, raccolti ed elaborati precedentemente, per poi essere conservati in

congelatore ad una temperatura di -80° C.

Prima fase ¢ stata quella della preparazione dei campioni all’analisi vera e propria. |
campioni sono stati fatti scongelare e successivamente sottoposti a vortex in modo da
omogeneizzare il contenuto. Dopodiché, per ciascun campione sono stati prelevati 50 uL
di plasma, trasferiti in una provetta in cui si ¢ aggiunto il solvente freddo in rapporto 3:1,
in questo caso 150 uL di metanolo (MeOH), con la funzione di separare la componente
proteica e quindi estrarre i metaboliti. Dopo averli nuovamente passati al vortex, i

campioni sono stati lascianti una notte a -20° C.

La mattina successiva i campioni sono stati centrifugati a 14.000 giri per 5 minuti ad una
temperatura di 4° C. In questo modo nella provetta si ¢ ottenuta una separazione tra le
proteine precipitate e il surnatante contenente metaboliti. Sono stati quindi prelevati 100
uL di surnatante per ciascun campione e trasferiti in vial in vetro, adatti per la successiva

analisi UHPLC-MS.

In seguito, si ¢ passati alla fase di “asciugatura del campione”, mediata da un sistema
chiamato Speedvac che agisce combinando vuoto, calore e rotazione in modo da andare
a determinare 1’evaporazione dei solventi acquosi presenti all’interno del campione stesso
10T campioni di controllo qualita (QC) sono stati preparati raggruppando i surnatanti

ottenuti da tutti i campioni in analisi.

Prima di inserirli all’interno della macchina, in ciascun campione sono stati aggiunti 5 uLL
di MSK-QC-KIT. Si tratta di un kit di controllo qualita sviluppato da Cambridge Isotope
Laboratories Inc. (Tewksbury, MA, USA) e utilizzato per valutare le prestazioni di
metodi analitici basati sulla spettrometria di massa, sia in approcci metabolomici mirati
(targeted) che non (untargeted). 11 kit ¢ composto da due fiale liofilizzate contenenti
miscele di metaboliti marcati con '*C, tra cui amminoacidi (L-alanina, L-leucina, L-

fenilalanina, L-triptofano, L-tirosina), zuccheri (D-glucosio, acido succinico, acido
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citrico, D-saccarosio) e altri composti (caffeina, benzoato di sodio, propionato di sodio,
stearato di sodio).

Per poterlo utilizzare, ciascuna fiala va sciolta in 1 mL di solvente (es. metanolo al 50%)
in modo da ottenere la miscela. L’aggiunta di questo kit permette di valutare parametri
come tempo di ritenzione, forma dei picchi e intensita del segnale per assicurare la qualita

dei dati.

A questo punto, si ¢ passati alla fase di analisi vera a propria. I campioni sono stati
analizzati utilizzando un sistema UHPLC Vanquish Horizon accoppiato ad uno

spettrometro di massa (MS) Fusion Tribrid Orbitrap .

I metaboliti estratti sono stati iniettati direttamente dalla macchina all’interno delle
colonne HILIC (Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography), che, a differenza delle
colonne C18, sono specifiche per i metaboliti piu polari, come zuccheri, amminoacidi e

basi azotate puriniche e pirimidiniche (Figura 5).

C,g aqueous (urine)
r A N HILIC (urine /
Cyg (lissue / tissue / plasma)

plasma) r H
/_A

\
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Figura 5: Colonne UHPLC, C18 e HILIC

Lo schema riporta i metaboliti che possono essere rilevati attraverso ['utilizzo delle due
tipologie di colonne cromatografiche: C18 per i metaboliti non polari e HILIC per i metaboliti
pit polari. Tra i non polari troviamo la famiglia dei lipidi, mentre tra i polari rientrano zuccheri,
aminoacidi e basi azotate (purine e pirimidine)

I metaboliti polari sono stati separati su una colonna ACQUITY UPLC BEH Amide (50
mm X 2,1 mm di diametro interno; dimensione delle particelle di 1,7 um) accoppiata ad
una pre-colonna VanGuard ACQUITY UPLC BEH Amide (5 mm X 2,1 mm di diametro
interno; 1,7 um) (Waters, Milford, MA, USA). La colonna ¢ stata mantenuta ad una

temperatura di 45 °C con un flusso di 0,4 mL/min.
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La fase mobile utilizzata comprende due solventi diversi. Il solvente (A) ¢ il piu polare,
composto da 500 mL di acqua, 10 mM (500 uL) di formiato di ammonio e 0,125% (625
uL) di acido formico. Il solvente (B), invece, ¢ il piu apolare e presenta una base di
acetonitrile e acqua in rapporto 95:5 (475 mL di acetonitrile e 25 mL di acqua) e gli stessi
modificatori della fase mobile, quindi formiato di ammonio e acido formico negli stessi

dosaggi (rispettivamente 500 uL e 625 uL).

La separazione ¢ stata condotta secondo il seguente gradiente.

- O min: 100% B

- 0-1 min: 100% B

- 1-3,9 min: da 100% a 70% B

- 3,9-5,1 min: da 70% a 30% B

- 5,1-6,4 min: da 30% a 100% B

- 6,4-7,5min: 100% B

A queste tempistiche aggiungiamo 1 minuto per i passaggi pre-iniezione.

E stato utilizzato un volume di iniezione di 1 pL. La temperatura del campione ¢ stata

mantenuta a 4 °C.

Dopo la cromatografia, i campioni sono passati direttamente allo spettrometro di massa.
I parametri della sorgente ESI e dello spettrometro di massa (MS) erano i seguenti:

- Pressione del gas di nebulizzazione (sheath gas) 50 unita arbitrarie;

- Flusso del gas ausiliario (aux gas) 13 unita arbitrarie;

- Flusso del gas di sweeping 3 unita arbitrarie;

- Temperatura del capillare 260 °C;

- Temperatura del riscaldatore del gas ausiliario 425 °C.

I dati di spettrometria di massa sono stati raccolti in modalita Full Scan (MS) sia in
ionizzazione positiva che negativa, utilizzando una risoluzione di 70.000, un target AgC
le6 (pari a 1 x 10°) e un tempo massimo di iniezione di 100 ms.

Per ciascuna polarita, positiva e negativa, abbiamo poi alternato scansioni MS e MS/MS
(Spettrometria Tandem) in modalita di acquisizione dati-dipendente.

Per ogni scansione MS sono stati attivati un massimo di cinque esperimenti MS/MS. La

soglia di intensita ¢ stata impostata a 1,6e5 (1,6 x 10°), utilizzando una finestra di
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isolamento di 1,4 Da. I valori m/z dei segnali gia selezionati per MS/MS sono stati inseriti

in una lista di esclusione per 20 secondi, per evitare ripetizioni.

Per le scansioni MS e MS/MS sono stati utilizzati rispettivamente: una risoluzione di
70.000 € 17.500, un’ampiezza corrente di 1e6 (1 x 10°) e 1e5 (1 x 10°) AgC e un tempo
massimo di iniezione di 100 ms e 50 ms. Se in un evento di scansione non sono stati
identificate altre voci della lista di inclusione, sono state selezionate altre masse. E stata

utilizzata un'energia di collisione normalizzata a gradini di 30, 40 e 50.

4.4 Elaborazione dei dati

I dati sono stati elaborati utilizzando il software MS-DIAL ver.4.8 !'2 per la
deconvoluzione, il rilevamento dei picchi, I'allineamento e 1'identificazione dei composti.
Le tabelle contenenti le aree dei picchi, ottenute da MS-DIAL combinando le due diverse
polarita della MS, sono state poi esportate in un file .txt per ulteriori elaborazioni.

Per I’analisi statistica, i dati ottenuti sono stati importati in Perseus 3. All’interno di
questo software ¢ stato calcolato il coefficiente di variazione (CV) sui campioni controllo
qualita (QC), andando ad escludere le variazioni di CV>0,4. Prima dell’analisi, i dati sono

stati trasformati in scala logaritmica (log2) e i campioni QC ¢ stato rimosso.

Al fine di garantire la qualita dei dati, ogni caratteristica ¢ stata filtrata per riga,
richiedendo un valore valido di almeno il 70% per ogni gruppo. I dati mancanti sono stati
sostituiti utilizzando metodi appropriati e, per normalizzare i1 valori di intensita, ¢ stata
usata la tecnica di sottrazione della mediana.

Inoltre, per I’individuazione dei composti in silicio, a partire dalle caratteristiche ioniche
con gli eventi MS/MS associati, ¢ stato utilizzato MS-FINDER ver.3.26 14, La matrice
di annotazioni di MS-FINDER ¢ stata integrata con la matrice quantitativa utilizzando
'opzione "matching row by name" di Perseus e I'ID di allineamento ¢ stato utilizzato
come classificatore unico. E stata considerata solo I’annotazione dei composti con

punteggio MS-FINDER Structure Rank > 5.
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4.5 Analisi statistica

Le analisi statistiche sono state condotte utilizzando il software gratuito Perseus ''°.
L'analisi delle componenti principali (PCA) ha permesso di visualizzare similitudini e

differenze tra i tre gruppi di campioni analizzati (Figura 9).

I metaboliti che mostravano una differenza significativa tra i gruppi analizzati sono stati
selezionati usando il test statistico T di Student, considerando un false discovery rate
(FDR) < 0,05 e utilizzando un parametro SO = 0,1 per bilanciare contemporaneamente
significativita statistica e rilevanza biologica. Tutto questo ¢ stato poi graficato mediante
Volcano Plot, dove i pallini neri rappresentano i metaboliti significativi che hanno un fold
change ed una significativita elevata (S0> 0.1, asse x e p-value <0.05, asse y). Il valore

del p-value ¢ stato espresso come logaritmo negativo in base 10 (-Logio p-value).

I metaboliti statisticamente modulati sono stati clusterizzati in modo non supervisionato
e graficati mediante heatmap, una rappresentazione grafica a colori molto utilizzata in
metabolomica, in cui si usano i colori rosso e blu per indicare rispettivamente
un’espressione metabolica alta o bassa di uno specifico metabolita (Figura 10). Questa
prima analisi puo gia permettere un iniziale confronto dei risultati tra le tre popolazioni

1n esame.

Figura 6: Volcano plot

1l volcano plot ¢ una rappresentazione grafica dei metaboliti significativi emersi dallo
studio metabolomico. 1l grafico a sinistra rappresenta il volcano plot del confronto tra LND
e CTRL, quello a destra, invece, tra LND e PCI. I pallini nerirappresentano i singoli
metaboliti. Maggiore ¢ il log del p-value, maggiore sara la significativita statistica del
metabolita.
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RISULTATI

5.1 Descrizione delle popolazioni

Nello studio in oggetto sono stati arruolati 24 pazienti affetti dalla forma classica della
malattia di Lesch-Nyhan (LND), caratterizzata da un deficit severo dell’attivita
enzimatica dell’enzima ipoxantina-guanina fosforibosiltransferasi (HPRT). Trattandosi
di una patologia genetica con trasmissione legata al cromosoma X, tutti i pazienti
considerati sono di sesso maschile. Le fasce di eta coperte da questi pazienti sono molto
eterogenee, da bambini sotto al primo anno di vita, fino a pazienti adulti, con eta superiore
a trent’anni. Nello specifico abbiamo arruolato (Figura 7): cinque pazienti con eta
inferiore ai 2 anni (20,8%), sei pazienti nella fascia 2-4 anni (25%), un paziente di eta
compresa tra 7-10 anni (4,3%), cinque pazienti nella fascia 11-20 anni (20,8%), tre
pazienti tra 21-30 anni (12,5%) e, infine, quattro pazienti di eta superiore ai 30 anni

(16,7%).

Fasce d'eta pazienti LND

® <2anni

@ 2-4 anni
7-10 anni

@ 11-20 anni

@ 21-30 anni

® >30 anni

Figura 7: Pie chart delle fasce d’eta dei pazienti LND

Nella figura é mostrata la pie chart riferita alle fasce d’eta coperte dai 24 pazienti LND
arruolati nello studio. Sono riportate le percentuali per ciascuna fascia, le piu rappresentate
risultano quella 2-4 anni (6 pazienti, 25%) e <2 anni e 11-20 anni (ciascuna 5 pazienti, 20,8%,).

Per permettere una corretta interpretazione dei dati metabolomici ottenuti, sono stati
valutati i parametri clinici e laboratoristici dei pazienti arruolati, per verificare che fossero

stabili, compatibilmente con la patologia di base (Tabella 1).
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In particolare, i livelli di acido urico nei pazienti al momento del prelievo rientrano in
linea di massima nei limiti dei range di normalita (fino a 5.5 mg/dl nei bambini e fino a 7
mg/dl negli uomini adulti). Solamente in 4 pazienti su 24 si riscontra un valore >8 mg/dl
(23, 31, 32, 36), verosimilmente perché il prelievo ¢ stato fatto a scopo diagnostico nei

primi mesi di vita, quindi prima di iniziare la terapia ipouricemizzante con allopurinolo.

Oltre a questo, sono stati valutati gli aspetti clinici dei pazienti (Tabella 1).

In primis, le manifestazioni neurologiche, quali distonia, discinesie, epilessia e spasticita.
Tra queste, la distonia si ¢ rivelata essere il sintomo prevalente, interessando 19 pazienti
su 24 (circa 79% del totale). L’epilessia, invece, risulta essere meno comune,
presentandosi in soli 3 pazienti su 24 (circa 12,5% del totale).

I disturbi del sonno sono abbastanza comuni, riscontrati in un terzo dei pazienti in analisi

(8 su 24, circa 33%).

Le manifestazioni comportamentali caratteristiche della malattia di Lesch-Nyhan nella
sua forma classica sono state riportate dalla totalita dei pazienti arruolati nelle fasce d’eta
7-10 anni, 11-20 anni, 21-30 anni e >30 anni. Al contrario, tutti i bimbi di eta <2 anni non
presentano queste manifestazioni e nella fascia 2-4 anni, su 6 bambini 2 non hanno
sviluppato comportamenti autolesionistici, 4, invece, si. Questo ¢ dovuto al fatto che
solitamente le alterazioni del comportamento compaiono piu tardi rispetto ai sintomi
neurologici motori e ai sintomi renali da iperuricemia, di solito dopo i 2 anni di eta o

ancora piu tardi, quando lo sviluppo della dentizione risulta completo .

Anche ’interessamento renale, altro aspetto tipico della Lesch-Nyhan, risulta essere
molto frequente, interessando piu della meta dei pazienti della popolazione (16 su 24,
circa 66,7%). Infine, tra le altre manifestazioni della patologia abbiamo considerato
I’anemia megaloblastica, in quanto spesso correlata alla Lesch-Nyhan !, Tra i nostri
pazienti, solamente 3 su 24 (12,5%) presentavano questa condizione al momento del

prelievo del campione.
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Paziente  Sesso Eta Genetica Acido urico Distonia Discinesie Epilessia_Spasticita Dist. sonno Alt.comportamento Int renale Anemia
LND-1 M 2 ¢.200_201delTG ex3 5,3 mg/dl aF 4 - - + + = =
LND-2 M 17 c.463C>T 2,3 mg/dl + - - - + + +
LND-3 M 30 ex2-9del 3,0 mg/dl i - i - i ar - 5
LND-5 M 7 c.135-2A>C 5 mg/dl + - - + + -
LND-6 M 3 non nota 4,5 mg/dl F - - + + =
LND-7 M 2 c.485G>A 3,6 mg/dl + + - + + -
LND-8 M 15 ¢.486-1G>C 7,6 mg/dl + - + + + + -
LND-9 M 1 c.113C>T 3,7 mg/dl + - - - -

LND-10 M 17 ex2del 2,8 mg/dl + + + + + + + o

LND-11 M 2 ¢.208G>T 5 mg/dl + + + - + +

LND-13 M 16 c.607C>T 5,3 mg/dl + + - + + -
LND-17 M 4 c.418G>C 4,8 mg/dl + + - +

LND-21 M 22 exddel 6 mg/dl + - + -

LND-23 M  10mesi c¢.212 213insG 8,5 mg/dl + + -

LND-24 M 32 ex9del 3,7 mg/dl + - + +

LND-25 M 17 IVS2+1G>C 5,3 mg/dl + - - - - + -

LND-26 M 30 ¢.329 332delinsTCT 3,8 mg/dl - - - - - + -

LND-27 M 40 ex1,9del 4,2 mg/dl - - - - - -

LND-30 M 37 ex1-3del 3,6 mg/dl + + - + + + +

LND-31 M 10 gg ex2del 9,3 mg/dl - - - - - +

LND-32 M 4 mesi ¢.89_96dup8 9 mg/dl aF - - - +

LND-36 M 16 mesi  ¢.233T>C ex3 10,5 mg/dl + - + + - - +

LND-37 M 2 ¢.65T>G exon2 5,2 mg/dl + + - - - + -

LND-38 M 42 IVS2+1G>C 4 mg/dl - - - + + + +

Tabella 1: Caratteristiche clinico-laboratoristiche dei pazienti LND arruolati

1l “+” indica la presenza del sintomo, mentre il “—* la sua assenza.

Un ulteriore aspetto rilevante, oltre alla valutazione clinica, ¢ stato considerare le terapie
in corso nei pazienti al momento del prelievo, con I’obiettivo di correlare tali trattamenti
con 1 risultati ottenuti dalle analisi metabolomiche. Abbiamo considerato le classi di
farmaci maggiormente utilizzate per il trattamento della patologia nei suoi vari aspetti:
ipouricemizzanti (allopurinolo), ansiolitici e antiepilettici (in particolare le
benzodiazepine, carbamazepina, acido valproico), anticolinergici (triesifenidile),
neurolettici (risperidone, aloperidolo, quetapina), miorilassanti (baclofene) e farmaci ad
azione dopaminergica (L-dopa, SAM). Nella categoria ‘altri farmaci’ consideriamo, ad

esempio, PPI, acido folico, lattulosio, vitamina D, melatonina.

Come mostrato in Tabella 2, quasi la totalita dei pazienti arruolati ¢ in terapia con
ipouricemizzanti, allopurinolo, ad eccezione di due pazienti molto piccoli, il cui prelievo
¢ stato fatto a 4 mesi uno e 16 mesi I’altro, ai fini diagnostici, quindi prima di iniziare
qualunque tipo di terapia.

Per quanto riguarda gli altri farmaci, gli anticolinergici, i neurolettici, i miorilassanti e 1
farmaci ad azione dopaminergica non sono ampiamente utilizzati nella popolazione in
esame (solo 3-4 pazienti su 24).

Gli ansiolitici/antiepilettici, invece, sono farmaci di piu comune utilizzo, 9 pazienti su 24,

pari al 37,5% del totale.

46



Paziente Eta Ipouricemizzanti __Ansiolitici/Antiepilettici Anticolinergici Neurolettici Miorilassanti Azione dopaminergica __ Altri farmaci
+ - -

LND-1 2 4 aF = i
LND-2 17 + + + +
LND-3 30 i r - I + +
LND-5 7 + + + - - +
LND-6 3 + + - + -
LND-7 2 + - - - -
LND-8 15 “F + + ks - +
LND-9 1 + - - +

LND-10 17 + + + - +

LND-11 2 + - - +

LND-13 16 s - + +

LND-17 4 + - - N

LND-21 22 + -

LND-23 10 mesi + -

LND-24 32 - -

LND-25 17 -

LND-26 30 -

LND-27 40 -

LND-30 37 + + +

LND-31 10 gg +
LND-32 4 mesi -
LND-36 16 mesi -
LND-37 2 + - - - - - -
LND-38 42 + + + + + - +

Tabella 2: Terapie farmacologiche in atto al momento del prelievo nei pazienti LND arruolati.

“w,n

I simboli “+” e il “-" indicano rispettivamente I'assunzione o la non assunzione di un farmaco
appartenente alla categoria indicata.

Per la seconda popolazione in esame, la popolazione di pazienti affetti da Paralisi
cerebrale Infantile (PCI), sono stati analizzati un totale di 28 campioni, con quadri clinici
di gravita differente: 19 tetraparesi, 4 emiparesi, 4 diplegie e 1 encefalopatia in corso di
definizione. Purtroppo, non ¢ stato possibile raccogliere tutti campioni da pazienti di
sesso maschile, per ridurre i bias nel confronto con i LND. In ogni caso, i campioni di

pazienti di sesso maschile sono 18, contro 10 pazienti di sesso femminile (Tabella 3).

Per quanto riguarda le fasce d’eta, sono presenti le fasce centrali, mentre mancano quelle
estreme, <2 anni, 21-30 e >30 anni (Figura 8). Le fasce piu rappresentate sono quella
compresa tra 7-10 anni (dieci pazienti, pari al 35,7% del totale) e quella tra 11-20 anni
(nove pazienti, 32,15 del totale). I restanti nove pazienti rientrano nelle fasce 2-4 e 4-7

anni (rispettivamente quattro e cinque)
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Fasce d'eta pazienti PCI

® 2-4 anni

® 4-7 anni
7-10 anni

@ 11-20 anni

Figura 8: Pie chart delle fasce d’eta dei pazienti PCI

Nella figura e mostrata la pie chart riferita alle fasce d’eta coperte dai 28 pazienti PCI arruolati
nello studio. Sono riportate le percentuali per ciascuna fascia, le pit rappresentate risultano
quella 7-10 anni (10 pazienti, 35,7%) e 11-20 anni (9 pazienti, 32,1%). Mancano le fasce piu
estreme, <2 anni e le fasce di eta adulta.

Come mostrato in Tabella 3, abbiamo poi valutato alcuni aspetti clinici di questi pazienti,
con particolare attenzione alle manifestazioni neurologiche che si sovrappongono in parte

a quelle dei pazienti LND, in modo tale da ottenere un confronto con essi.

Paziente Sesso Eta Patologia di base Epilessia  Distonia Discinesie Deambulazione Dist. sonno Alt. Comportamento
PCI-39 M 12 PCl emidx + - - + - B
PCI-40 M 6 PCl emi sx + + - + - -
PCI-41 M 5 PCl tetra + - - - -

PCI-42 M 3 PCl tetra + + - - - -
PCI-43 M 13 PCl tetra + - - + a -
PCI-44 M 13 PCl tetra + + - - + +
PCI-45 M 14 PCl tetra + + = o - +
PCl-46 M 6 PCl tetra + + - - + -
PCI-47 M 7 PCl tetra + - - = + -
PCI-48 M 4 PCl tetra - + - - +

PCI-49 M 6 PCl tetra - - + - - -
PCI-50 M 7 in corso di definizione + - - - + -
PCI-51 M 10 PCl tetra + + - -

PCI-52 M 17 PCl tetra + + - - - -
PCI-53 M 10 PCl tetra + - - - -
PCI-54 M 8 PCl diple + - - + + +
PCI-55 M 12 PCl diple + - + + ¥
PCI-56 M 4 PCl tetra + - - + - -
PCI-57 F 14 PCI emi sx - - - + -
PCI-58 F 10 PCl emi sin + - - + -

PCI-59 F 9 PCl tetra + - - + - -
PCI-60 F 6 PCl tetra + + - - - -
PCI-61 F 16 PCl diple + - - + -
PCI-62 F 2 PCl tetra + - - -
PCI-63 F © PCl tetra + - a o + +
PCI-64 F 10 PCl tetra - + + - + R
PCI-65 F 8 PCl tetra + + - o + -
PCI-66 F 16 PCl diple + - - + + +

Tabella 3: Caratteristiche cliniche dei pazienti PCI arruolati

Y]

1l “+” indica la presenza del sintomo, mentre il “—* la sua assenza.
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Analogamente a quanto fatto per i pazienti LND, ¢ stata fatta una valutazione della terapia

farmacologica in atto al momento del prelievo, considerando le stesse categorie di

farmaci, con I’esclusione degli ipouricemizzanti (Tabella 4).

Paziente

Ansiolitici/Antiepilettici

Anticolinergici Neurolettici

Miorilassanti

Azione dopaminergica

Altri farmaci

PCI-39
PCI-40
PCI-41
PCI-42
PCI-43
PCl-44
PCI-45
PCI-46
PCI-47
PCI-48
PCI-49
PCI-50
PCI-51
PCI-52
PCI-53
PCI-54
PCI-55
PCI-56
PCI-57
PCI-58
PCI-59
PCI-60
PCl-61
PCI-62
PCI-63
PCI-64
PCI-65
PCI-66

+

T I S i S S S S S S R S S

+ o+ o+ o+t o+ o+ o+ o+

o+ o+ o+ o+ +

+

+ + + 4

Tabella 4: Terapie farmacologiche in atto al momento del prelievo nei pazienti PCI arruolati

“w,n

I simboli “+” e il “-" indicano rispettivamente l'assunzione o la non assunzione di un farmaco
appartenente alla categoria indicata.

G

In Figura 9 ¢ riportato un confronto dei trattamenti farmacologici in atto al momento del

prelievo del campione tra pazienti LND e PCI.

Terapie in atto LND vs PCI

100%
92,85%

90%

80% 75%
70%

60,71%
60%

50%
41,66%

20% 37,50%

30%
21,42%
16,66%

10,71%

20% 16,66% 16,66%

12,50%

10%

3,57% 3,57%

0%

Figura 9: Confronto delle terapie in atto tra LND e PCI

In giallo sono rappresentate le percentuali relative ai pazienti LND, in arancio quelle dei PCI.
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Infine, la terza popolazione inclusa nello studio ¢ quella dei controlli sani (CTRL),

rappresentata da un totale di 36 campioni provenienti da individui con esami nei limiti

della norma e privi di comorbidita rilevanti ai fini delle analisi. Sono stati selezionati

esclusivamente campioni di soggetti di sesso maschile, con un’adeguata distribuzione per

fasce d’eta, sovrapponibile rispetto a quella delle coorti LND e PCI (Figura 10). In questo

modo ¢ garantita una copertura omogenea, permettendo di ridurre i bias nei risultati.

Fasce d'eta pazienti CTRL

@ <2 anni

@® 2-5anni
7-10 anni

@ 11-20 anni

@ 21-30-anni

@® >30 anni

Figura 10: Pie chart delle fasce d’eta dei pazienti CTRL

Nella figura é mostrata la pie chart riferita alle fasce d’eta coperte dai 36 controlli sani
arruolati nello studio. Sono riportate le percentuali per ciascuna fascia, tutte equamente

rappresentate.
Paziente Sesso Eta Comorbidita Terapie in atto
CTRL-67 M 19 + +
CTRL-68 M 3
CTRL-69 M 11 mesi
CTRL-70 M 8
CTRL-71 M 7
CTRL-72 M 1
CTRL-73 M 9
CTRL-74 M 11
CTRL-75 M 13 = -
CTRL-76 M 15 + +
CTRL-77 M 11
CTRL-78 M 10
CTRL-79 M 13
CTRL-80 M 10
CTRL-81 M 38
CTRL-82 M 7 - -
CTRL-83 M 8 + +
CTRL-84 M 39 + R
CTRL-85 M 37 -
CTRL-86 M 12 +
CTRL-87 M 10 - -
CTRL-88 M 3 mesi + +
CTRL-89 M 27 -
CTRL-90 M 29 +
CTRL-91 M 28
CTRL-92 M 22
CTRL-93 M 50 -
CTRL-94 M 2 mesi +
CTRL-95 M 1 -
CTRL-96 M 28
CTRL-97 M 2 -
CTRL-98 M 11 +
CTRL-99 M 5 +
CTRL-100 M 3
CTRL-101 M 7 mesi
CTRL-102 M 17

In Tabella 5 sono riportate le caratteristiche dei
singoli CTRL, con anche eventuali terapie o
comorbidita in atto al momento del prelievo,
comunque non considerate rilevanti a priori per

1 risultati dello studio.

Tabella 5: Caratteristiche dei pazienti arruolati
come controlli sani (CTRL)
Isimboli “+” e "-"indicano rispettivamente la
presenza o l'assenza delle voci citate,
comorbidita e terapie in atto.
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Per ciascun campione ¢ stata effettuata una analisi mediante UHPLC/MS con colonne
C18 e HILIC, rispettivamente per metaboliti non polari e polari, ionizzate con carica
positiva e negativa. Per il seguente studio verranno trattati a scopo preliminare soltanto i
metaboliti ottenuti mediante la colonna HILIC, quindi i piu polari.

Complessivamente, 1’analisi metabolomica untargeted del plasma delle tre popolazioni
in esame (LND, PCI ¢ CTRL) ha consentito di identificare un totale di 802 metaboliti,
dei quali 400 risultano essere statisticamente significativi. Di questi 400, 216 mostrano
una significativita nel confronto tra LND e CTRL, che ¢ quella piu rilevante dal nostro
punto di vista.

Esclusi da questi 216 metaboliti dai 400 significativi, abbiamo estrapolato anche quelli
che risultano significativamente modulati nel confronto tra LND e PCI, in totale 122. I
184 metaboliti rimanenti non sono stati presi in considerazione, in quanto significativi

unicamente per un confronto tra PCI e CTRL, che non rientra negli obiettivi dello studio.

L'analisi delle componenti principali (PCA), riportata in Figura 11, ha evidenziato una

buona segregazione tra le tre popolazioni, suggerendo la bonta delle analisi condotte.

PCA Positiva PCA Negativa

" 1‘\ l{

PCA Positiva - Negativa

® wo
= PCI
+ CTRL

Figura 11: PCA, Principal Component Analysis

Nella figura sono raffigurati i grafici relativi alle PCA dei campioni analizzati, rispettivamente con
ionizzazione positiva, negativa e un confronto positiva-negativa. I pallini rossi stanno ad indicare i
campioni dei pazienti Lesch-Nyhan (LND), le linee blu sono i campioni dei pazienti con Paralisi
Cerebrale Infantile (PCI), mentre i simboli + stanno per i controlli sani (CTRL).
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Una rappresentazione visiva piu semplice e immediata delle somiglianze e differenze tra
1 profili metabolici delle tre popolazioni puo essere ottenuta mediante sfruttando una
heatmap gerarchico-clusterizzata non supervisionata, che vediamo rappresentata in
Figura 12. I colori rosso e blu indicano rispettivamente un’espressione metabolica alta e
bassa di uno specifico metabolita e le loro sfumature sono utilizzate per tutto cio che sta
nel mezzo. Le tre colonne sono indicative delle tre popolazioni analizzate, blu per i

CTRL, fucsia per le PCI e rosa per i LND.

[~ r0sine 2 J-cycic phospnate (hosine Z

rosine (rosing)

12 - Unie scid (Uric ac)

rasing (rasine)

Adannzing (Adanesing)

— Mizatric az (Meofinic ac)

2-Hydraxyhippune anid (N-acstyl-5-amnag

Xantkine Xanthre)

Hypaxarthin: (Hypoxanthine)

—{) Nicezine i ) Nizztnz)

Figura 12: Heatmap dei metaboliti significativi

Nella figura e mostrata una heatmap, ovvero una rappresentazione grafica a colori spesso utilizzata
nell’ambito della metabolomica per valutare le concentrazioni di metaboliti in determinati cluster di
campioni. 1l rosso indica una maggiore concentrazione, il blu, invece, minore concentrazione. La
colonna blu é quella dei CTRL, quella centrale fucsia dei PCI e quella rosa a destra dei LND.

52



Per valutare quali fossero le vie metaboliche piu coinvolte nelle alterazioni riscontrata, si
¢ fatta una Enrichment Analysis. Il termine ‘enrichment’ in bioinformatica indica quanto
un insieme predeterminato di metaboliti risulta sovra-rappresentato rispetto a quanto ci si
aspetterebbe. L’enrichment ratio, infatti, ¢ un valore che valuta I’arricchimento di un certo
pathway metabolico rispetto all’intero dataset e si calcola come rapporto tra i risultati

osservati (observed hits) e 1 risultati attesi (expected hits).

I grafici riportati in Figura 13 mostrano le vie metaboliche che sono risultate
significativamente alterate tra LND e controlli sani. Un Enrichment Ratio >1 indica che
il pathway considerato risulta sovrarappresentato rispetto a quanto ci aspetterebbe. Il
codice colore, invece, rappresenta il p value e le vie metaboliche piu significativamente
alterate sono quelle rosse scure, perché associate ad un p value inferiore.

Come riportato nel grafico, i metabolismi maggiormente coinvolti comprendono: il
metabolismo purinico, il metabolismo dell’istidina e il metabolismo dei

neurotrasmettitori (dopamina e serotonina),
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Figura 13: Grafico di arricchimento (enrichment)
1 grafici in figura mostrano le vie metaboliche che risultano maggiormente alterate nei pazienti LND

rispetto ai controlli sani (CTRL). I metabolismi piu significativi che analizzeremo in seguito sono
quelli cerchiati in giallo.
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In Figura 14 ¢ mostrato un altro grafico di Enrichment, che mostra I’arricchimento di
metaboliti di determinate condizioni patologiche, rispetto ai dati attesi.

Notiamo che la Lesch-Nyhan si trova molto in alto tra le condizioni piu
significativamente arricchite e il rosso acceso della barra indica un p value basso e quindi
un risultato altamente significativo. Anche I’Enrichment Ratio risulta essere molto
elevato (circa 650), suggerendo un forte arricchimento di metaboliti associati a questa

condizione rispetto a quanto atteso casualmente

Enrichment Overview (top 25)
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Figura 14: Grafico di arricchimento (enrichment)
1l grafico in figura mostra l’arricchimento di determinate condizioni sulla base dei metaboliti riscontrati

dalle analisi. Quelle piu rosse sono le condizioni che presentano un forte arricchimento di metaboliti in
relazione ai risultati ottenuti.
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In tabella 5 sono riportati, suddivisi per metabolismi, 1 principali metaboliti riscontrati
come significativi nel confronto tra LND e controlli sani. Per ognuno ¢ riportato il fold
change, che indica la significativita biologica e il p value, espresso come logaritmo in

base 2, che indica la significativita statistica.

Metabolita Formula chimica Polarizzazione FOLD CHANGE Log2(pValue)
METABOLISMO DELLE PURINE
Ipoxantina C5H4N40 positiva 2,215707579 15,58775378
Xantina C5H4N402 positiva 8,00320217 10,32393545
Adenosina CI10HI13N504 positiva -9,583770959 20,80567022
Inosina C10H12N405 positiva -1,620490523 2,019019457
IMP C7H604 positiva 1,691179879 2,466550953

METABOLISMO DELLISTIDINA
Istidina C6HON302 positiva -0,64315291 1,831997427
1-MI4AA C6 H8 N2 02 positiva 1,768907375 8,100137369

METABOLISMO DELLA DOPAMINA

Dopamina C7H7N O3 positiva 1,44293578 1,942063477
Fenilalanina - positiva 1,201675551 6,065269525
METABOLISMO ENERGETICO
Nicotinammide C6H6N2 O positiva 1,897224171 9,487813921
Triptofano C11H12N202 positiva -0,733884864 6,086392557
Chinurenina C10H12N203 positiva -0,578176827 3,369193567

METABOLISMO DEGLI AMMINOACIDI

Arginina C6H14N402 positiva -3,86705827 3,997266894
Glutammina C5H10N203 positiva -0,698952166 1,888820416
Lisina C10H13N5 positiva 1,91722067 3,469854376
Treonina - positiva 2,963952691 2,059761607

Isoleucina C15H260 positiva 1,100274412 5,8498285
Valina C12H2003 positiva 3,594731072 2,495301713

METABOLISMO DEI LIPIDI

Glicerol trivalerato - positiva 4,302305839 8,68512694
Carnitina C13H25N04 positiva 0,526003071 2,341805759
Acido linoleico C18H3202 positiva -2,466918679 9,347033516
Acido arachidonico - positiva -0,54360964 4,776398035
Acido ricinoleico C18H3403 positiva -2,451092321 9,170276444
LPC (16:0) - positiva -0,783681678 2,563567913
LPC (18:0) C26H54NO7P positiva -0,703178362 6,680391719
LPC (20:3) C34H49N04S positiva -0,62827966 3,510927289
PC(0-18:2(9Z,127)/18:2(9Z,127)) - positiva -0,862336357 6,319703963
PE(P-16:0/20:4(5Z,8Z,11Z,147)) - positiva -0,889899026 4,429724401

Tabella 5: Estratto di metaboliti significativamente alterati nei pazienti LND rispetto ai controlli sani
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5.2 Metabolismo delle purine
Le analisi metabolomiche condotte hanno evidenziato alterazioni significative in
numerosi metaboliti coinvolti nel metabolismo delle purine, con variazioni sia in aumento

che in diminuzione nei campioni LND rispetto ai CTRL e ai PCIL.

Ipoxantina e xantina risultano aumentate nei LND rispetto alle PCI e ai CTRL, che tra
loro non presentano differenze significative (Figura 15).

Inosina e adenosina, invece, risultano ridotte nei LND rispetto ai CTRL, ma non rispetto
ai PCIL. Infatti, I’adenosina risulta equivalente in LND e PCI, mentre I’inosina aumentata

nei LND rispetto ai PCI (Figura 15).

I grafici riportati nelle pagine seguenti (da Figura 15 a Figura 24) mostrano il confronto
dei range di fold change dei vari metaboliti tra le tre popolazioni in esame. In giallo 1

pazienti LND, in arancione i PCI e in azzurro i CTRL.
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Figura 15: Rappresentazione grafica di alcuni metaboliti purinici
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IMP, Inosina Monofosfato, importante precursore di AMP e GMP e a monte dell’inosina
nella via del metabolismo purinico, ¢ risultato essere aumentato nei campioni LND
rispetto ai CTRL, ma non rispetto ai campioni PCI, che presentano una concentrazione

maggiore di tale metabolita (Figura 16).

L’acido urico ¢ stato trovato come significativamente aumentato nel confronto tra LND
e PCI, ma non confrontato con i CTRL (Figura 16).

Situazione simile ma opposta per un altro metabolita, AIR, 5-amino-4-imidazole
ribonucleotide, un intermedio della via di sintesi delle purine. AIR ¢ risultato essere
ridotto nei pazienti LND rispetto ai PCI, ma senza riscontro di alterazioni significative

rispetto ai CTRL (Figura 16).
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Figura 16: Rappresentazione grafica di alcuni metaboliti purinici
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5.3 Metabolismo dell’istidina

Altra via metabolica all’interno della quale si sono riscontrate alterazioni dei metaboliti

interessanti ¢ quella dell’istidina. Si tratta di un amminoacido essenziale, quindi non

prodotto endogenamente, ma introdotto nell’organismo esclusivamente tramite la dieta.

Le analisi metabolomiche condotte hanno portato alla valutazione di una riduzione
dell’istidina nei pazienti LND rispetto ai CTRL, ma non rispetto ai PCI, nei quali risulta

ancora piu ridotta (Figura 17).

Altro metabolita facente parte di questa via metabolica che si ¢ dimostrato alterato ¢ I’N-
metilimidazoloacetato (1-MI4AA), prodotto finale del processo di metilazione
dell’istamina. Infatti, I’istidina pud andare incontro due vie metaboliche diverse: la
decarbossilazione a istamina (tramite HDC, istidina decarbossilasi), che poi sara metilata
o deaminata, oppure la via catabolica, con la produzione una serie di metaboliti intermedi
che poi portano come prodotto finale al glutammato.

1-MI4AA risulta essere aumentato rispetto nei LND rispetto ai CTRL, che non mostrano

differenze significative con i PCI (Figura 17).
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Figura 17: Rappresentazione grafica di due metaboliti del metabolismo dell’istidina
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5.4 Metabolismo della dopamina
Nell’ambito del metabolismo della dopamina, abbiamo riscontrato un aumento della
dopamina stessa, che risulta maggiore nei campioni LND rispetto ai CTRL, mentre non

mostra alcuna rilevanza significativa nel confronto tra LND e PCI (Figura 18).

Oltre alla dopamina, anche la fenilalanina ¢ risultata aumentata, sia rispetto ai CTRL, sia
nel confronto con i PCI (Figura 18). La fenilalanina ¢ un amminoacido essenziale,

precursore della tirosina, da cui poi si forma L-DOPA (3,4-diidrossifenilalanina) e, infine,

dopamina.
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Figura 18: Rappresentazione grafica di due metaboliti del metabolismo della dopamina

5.5 Metabolismo energetico

Per metabolismo energetico intendiamo I’insieme delle vie biochimiche che le cellule
sfruttano per produrre, immagazzinare e utilizzare energia. La principale fonte di energia
delle nostre cellule ¢ rappresentata dall’ ATP (adenosina trifosfato).

Dalle nostre analisi non sono stati riscontrati metaboliti correlati all’ATP, ad eccezione

dell’adenosina di cui abbiamo parlato nell’ambito del metabolismo purinico (Figura 15).

La via energetica che ci ha dato risultati significativi ¢ stata quella del NAD(H). Infatti,
sebbene non sia stato riscontrato il NAD(H) stesso tra gli 800 metaboliti rilevati, sono

risultati significativamente modulanti nel confronto tra le tre coorti di pazienti alcuni suoi

precursori.
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In particolare, la nicotinammide, precursore di NAD nella via di salvataggio, il triptofano,
un amminoacido essenziale e la chiurenina, intermedio del metabolismo del triptofano,
che in parte costituisce la via di sintesi de novo del NAD.

La nicotinammide ¢ risultata aumentata nei campioni LND rispetto a CTRL e a PCI
(Figura 19). Triptofano e chinurenina, al contrario, appaiono ridotti nei LND rispetto ai

CTRL, senza differenze significative con i PCI (Figura 19).
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Figura 18: Rappresentazione grafica di alcuni metaboliti del metabolismo della dopamina

5.6 Metabolismo degli amminoacidi
Oltre agli amminoacidi di cui abbiamo gia discusso nell’ambito di altri metabolismi

(istidina, fenilalanina, triptofano), si sono riscontrate anche altre variazioni.

Tra gli amminoacidi non essenziali troviamo arginina e glutammina, che sono risultate
essere ridotte nei LND rispetto ai CTRL, ma, nel caso dell’arginina, non rispetto ai PCI,

nei quali I’arginina risulta piu espressa (Figura 20).

Nel gruppo degli amminoacidi essenziali, invece, la lisina, espressa come glicil-lisina
(Gly-Lys), ¢ aumentata nei pazienti LND rispetto alle altre popolazione in esame. La
treonina, riscontrata legata alla glicina come nel caso della lisina (Gly-Thr), si presenta
aumentata nei LND rispetto ai CTRL, ma 1 valori nei pazienti PCI superano i LND.

Queste variazioni sono mostrate nei grafici della Figura 20.
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Figura 20: Rappresentazione grafica di alcuni amminoacidi

Interessanti sono anche 1 risultati relativi ai BCAA, Branched-Chain Amino Acids,
ovvero amminoacidi a catena ramificata, che comprendono leucina, isoleucina e valina.

Si ¢ riscontrato un aumento di leucil-isoleucina e leucil-valina nei pazienti LND rispetto

ai CTRL e ai PCI (Figura 21).
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Figura 21: Rappresentazione grafica di alcuni BCAA
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5.7 Metabolismo lipidico
Nell’ambito del metabolismo lipidico, sono emersi alcuni risultati degni di nota.
Per quanto riguarda gli acidi grassi, acido arachidonico e acido linoleico sono risultati

diminuiti nei pazienti LND rispetto ai CTRL e uguali ai PCI (Figura 22).
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Figura 22: Rappresentazione grafica dei principali acidi grassi risultati dall’analisi

La carnitina, utilizzata per il trasporto all’interno dei mitocondri delle catene di acidi
grassi utilizzate per le beta ossidazione, risulta, invece, aumentata nei LND rispetto ai
CTRL (Figura 23). Altro metabolita, la cui alterazione puo risultare interessante, ¢
rappresentato dal glicerol trivalerato, un triestere composto da glicerolo unito a tre catene
di acido valerico. Questo ¢ risultato aumentato significativamente nei pazienti LND

rispetto agli altri due gruppi, CTRL e PCI (Figura 23).
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Figura 23: Rappresentazione grafica di altri metaboliti lipidici significativi
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I fosfolipidi sono risultati diminuiti nei pazienti LND rispetto alle altre popolazioni, in
particolare il gruppo di lisofosfatidilcoline (LPC 16:0/ 18:0/20:3), alcune fosfatidicoline

(PC) e fosfatidiletanolammine (PE), come mostrato in Figura 24.
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Figura 24: Rappresentazione grafica di altri metaboliti lipidici significativi
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DISCUSSIONE

La malattia di Lesch-Nyhan ¢ una patologia genetica rara causata da difetto severo
dell’enzima HPRT. Questo difetto spiega I’iperuricemia, e quindi i sintomi articolari e
renali, mentre rimangono ignote le cause delle manifestazioni neuro-comportamentali
tipiche della malattia nella sua forma classica.

Nel nostro studio abbiamo arruolato un totale di 24 pazienti LND, 36 CTRL abbinati per

fasce d’eta e sesso (maschile) e 28 PCL.

L’analisi preliminare dei 400 metaboliti risultati statisticamente significativi dall’analisi
UHPLC/MS con colonna HILIC con polarita positiva e negativa evidenzia che il difetto
enzimatico responsabile della LND non altera esclusivamente il metabolismo purinico,
bensi determina modificazioni trasversali nel network metabolico. In particolare,
abbiamo riscontrato alterazioni nell’ambito del metabolismo energetico, lipidico,
amminoacidico, con particolare interesse nel metabolismo dell’istidina, e dopaminergico.
Dei 400 metaboliti, piu della meta (216) sono risultati significativamente modulati nel
confronto tra LND e CTRL; 122, invece, rappresentano i metaboliti significativamente
alterati tra LND e PCI. I restanti 62, unicamente significativi nel confronto tra PCI e
CTRL, non sono stati presi in considerazione, in quanto non oggetto di interesse specifico

dello studio.

Prima osservazione da fare ¢ che nell’Enrichment Analysis, utilizzando un programma
agnostico, vale a dire uno strumento che non richiede a priori un’ipotesi su quelli che
sono i pathway coinvolti, ne ¢ emerso un profilo metabolomico fortemente compatibile
con la Lesch-Nyhan, rafforzando 1’affidabilita e la rilevanza biologica dell’analisi
effettuata (Figura 14). Da ci0 deduciamo che il profilo metabolico dei pazienti analizzati
mostra una firma distintiva compatibile con la malattia, contribuendo alla comprensione

dei meccanismi fisiopatologici o alla possibile identificazione di biomarcatori.

Nell’ambito del metabolismo purinico abbiamo ottenuto delle conferme nelle variazioni
di alcuni metaboliti correlati al deficit dell’enzima HPRT. In particolare, 1’aumento di
ipoxantina e xantina, associato alla riduzione di adenosina e inosina sono perfettamente

in linea con le attese, cosi come 1’aumento di acido urico, lievemente aumentato nei LND
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rispetto ai PCI nonostante la terapia ipouricemizzante (Figura 15 e Figura 16). La
completa mancanza dell’enzima cardine della via di salvataggio delle purine, che
converte ipoxantina e guanina rispettivamente in IMP e GMP causa necessariamente un
aumento dei prodotti a valle che non riescono ad essere recuperati, quindi ipoxantina, che
verra convertita in xantina dalla xantina ossidasi e poi in acido urico (Figura 1). Anche la
riduzione di inosina e adenosina pud essere spiegata dall’alterazione della via di
salvataggio delle basi (Figura 15).

Dato il difetto enzimatico, ci aspetteremmo anche una riduzione dell’IMP, prodotto della
reazione da guanina e ipoxantina. Tuttavia, IMP ¢ risultato essere aumentato nei LND
rispetto ai CTRL, ma non rispetto ai PCI (Figura 16). L’aumento rispetto ai CTRL puo
essere spiegato dalla stimolazione della via di sintesi de novo, che risulta essere
compensatoria alla carenza dell’enzima della via di salvataggio, per via dell’aumento di
PRPP non consumato da HPGRT 2. Questa via porta come prodotto finale a IMP, che
quindi risulta essere aumentato. Nei pazienti PCI, invece, un aumento ulteriore di IMP
rispetto ai LND si potrebbe correlare con 1’aumentato stress ossidativo o, in generale, il
mancato turnover cellulare a livello neuronale, che quindi determina un minor consumo

di AMP e GMP, prodotti a partire da IMP.

Questi risultati confermano quanto descritto dallo studio metabolomico fargeted di
Ceballos-Picot et al. del 2015 ¢, nel quale, analizzando globuli rossi di soggetti affetti da
LND, risultava un aumento di ipoxantina e S-AMP, associata ad una riduzione di inosina
e ATP; IMP restava invariato. Oltre a questo, lo studio riportava anche un aumento di
AICAR (5-aminoimidazolo-4-carbossamide ribonucleotide) e del suo prodotto
fosforilato ZTP. L’aumento di questo metabolita era stato valutato anche da un altro
importante studio di metabolomica su tessuto cerebrale da topi HPRT mutati %,

permettendo di considerare AICAR come potenziale biomarker diagnostico della

patologia.

AICAR ¢ un intermedio del metabolismo purinico, incluso nella via di sintesi de novo e
precursore di IMP (Figura 25). Una volta in circolo, AICAR ha la tendenza ad
accumularsi all’interno dei globuli rossi, dove viene fosforilato a ZMP e vi permane per
tutta la vita della cellula (120 giorni) '1°,

Nel nostro studio AICAR non ¢ stato rilevato tra i vari metaboliti identificati,

probabilmente a causa delle sue concentrazioni estremamente basse nel plasma.
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Questa ipotesi ¢ supportata dal fatto che, essendo AICAR una sostanza dopante, sono stati
effettuati numerosi tentativi allo scopo di sviluppare test affidabili per la sua rilevazione
nel plasma e urine, senza pero ottenere risultati soddisfacenti 7.

Dal nostro studio, tuttavia, € emerso un altro intermedio della via di sintesi de novo delle
basi puriniche, AIR (5-amminoimidazolo ribonucleotide), precursore di AICAR (Figura
25). Questo ¢ risultato essere ridotto nei LND rispetto ai PCI, mentre non ¢ stata
riscontrata una differenza statisticamente significativa nel confronto con i CTRL (Figura
16). Come spiegazione a questo fenomeno potremmo pensare al fatto che nei LND c’¢
un aumento della via di sintesi de novo delle purine, con quindi consumo dei precursori
piu a monte, tra cui AIR, associata ad un accumulo dei prodotti a valle (AICAR).

Di conseguenza, la diminuzione dei livelli di AIR potrebbe essere indirettamente sorrelata

con I’aumento di AICAR e quindi rappresentare in futuro un potenziale parametro utile

da valutare nel sospetto diagnostico della malattia.
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Figura 25: Sintesi de novo dei ribonucleotidi purinici
(Devlin TM. Biochimica con aspetti clinici (capitolo 20). 5 edizione. Edises)

Nella figura sono rappresentate le diverse reazioni che portano alla sintesi de novo dei
ribonucleotidi purinici. Cerchiati in giallo vediamo AIR e AICAR, metaboliti di interesse
nell’ambito della malattia di Lesch-Nyhan
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Per quanto riguarda il metabolismo dell’istidina, la riduzione di questo amminoacido
essenziale osservata nei pazienti LND (Figura 17) potrebbe avere un’origine dietetica,
nonostante il profilo nutrizionale adi questi bambini risulti generalmente adeguato nella
maggior parte dei casi.

In alternativa, alcuni studi effettuati su pazienti con ischemia cerebrale hanno dimostrato
che I’istidina possiede un ruolo neuroprotettivo molto importante, in quanto promuove la

migrazione astrocitaria '8!

. Per questo motivo, nei pazienti LND potrebbe esserci una
maggiore migrazione dell’istidina a livello cerebrale, portando quindi ad una sua
riduzione nel plasma. Questo, inoltre, spiegherebbe anche perché i valori di istidina nei
pazienti con PCI, con un danno neuronale maggiore, risultano ancora piu bassi rispetto ai

campioni LND.

Per quanto riguarda I’N-metilimidazoloacetato (1-MI4AA), prodotto finale della
metilazione dell’istamina (Figura 26), il suo aumento (Figura 17) ¢ risultato in contrasto
con quanto emerso dallo studio di Tschirmer et al '%. In questa analisi metabolomica
untargeted su tessuto cerebrale di topi HPRT mutati 1-MI4AA ¢ risultato ridotto rispetto
ai controlli. La sua riduzione si associa ad un’alterata trasmissione istaminergica nei
tessuti cerebrali, quindi, alla base della teoria di deplezione dopaminergica che ad oggi
rimane la piu accreditata per spiegare le manifestazioni neuro-comportamentali della

Lesch-Nyhan.
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Figura 26: Metabolismo dell’istamina
(Tatarinova, Deiss et al. “The impact of MNRI Therapy on the Levels of Neurotransmitters
Associated with Inflammatory Processes”, 2020)

Nella figura e mostrata il pathway metabolico dell’istamina. L’istidina é precursore

dell’istamina, che poi puo seguire due vie diverse: metilazione o deaminazione. 1-MI4A4A e il
prodotto finale della metilazione.
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L’aumento di 1-MI4AA nel plasma di pazienti affetti da LND non ¢ mai stato riportato
in letteratura. Il confronto con i dati pubblicati da Tschirner et al. !% risulta limitato, in
quanto basato su campioni di tessuto cerebrale prelevato da modelli murini HPRT-mutati
e non da soggetti umani.

Alla luce di tutte queste alterazioni, sarebbe auspicabile in futuro approfondire il ruolo

della via istaminergica attraverso studi specifici e mirati.

Anche la dopamina ¢ risultata aumentata nei campioni LND rispetto ai CTRL, senza
alcuna differenza significativa rispetto a PCI (Figura 18). Questo potrebbe sembrare in
contrasto con I’ipotesi dopaminergica sostenuta in letteratura come possibile causa delle

manifestazioni neuro-comportamentali della patologia 24!

. In realta, perd, dobbiamo
considerare che si tratta della dopamina plasmatica, quindi presente in periferia e non a
livello dei tessuti cerebrali o del liquor, valutata negli studi precedentemente citati.
Questo aumento della dopamina nei pazienti LND potrebbe essere spiegato dall’utilizzo
dei farmaci neurolettici, come risperidone o quetapina. Tali farmaci, infatti, agiscono
bloccando i recettori dopaminergici D2 a livello centrale e I’organismo puo rispondere a
feedback aumentando la sintesi e il rilascio di dopamina. Tuttavia, questo compenso ¢
variabile e, nel caso degli antipsicotici atipici, che sono quelli piu utilizzati in questo
ambito, dato che il blocco D2 ¢ minore, sara minore anche il compenso atteso. Inoltre,
all’interno delle popolazioni LND e PCI analizzate, pochi pazienti risultavano in terapia
con neurolettici al momento del prelievo, 4 su 24 per LND e 1 su 28 per PCI (Tabella 2

e Tabella 4), non sufficienti a determinare un aumento significativo della dopamina nel

gruppo. Quindi, i neurolettici non sembrano essere la causa di questo risultato.

Altra ipotesi ¢ quella correlata allo stress cronico. Lo stress, infatti, attiva 1’asse
ipotalamo-ipofisi-surrene con aumento del rilascio del cortisolo e attiva direttamente
anche il sistema simpatico, stimolando la produzione e rilascio di catecolamine,
noradrenalina e adrenalina, da parte della midollare del surrene. Noradrenalina e
adrenalina, perd, derivano dalla dopamina, che di conseguenza puo risultare aumentata
nel plasma. E stato infatti dimostrato che in condizioni di aumento del tono simpatico,
per stress di natura fisica o anche psicologica, i livelli plasmatici di dopamina aumentano,

seppur in misura minore rispetto a quelli di noradrenalina e adrenalina '2%12!,
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I pazienti affetti da LND sono sottoposti a stress cronico, non solo fisico a causa della
compromissione motoria tipica della patologia, ma anche psicologico, dovuto al tipico
‘Lesch-Nyhan Behaviour’ che li caratterizza . Per questo motivo, i livelli di dopamina
plasmatica potrebbero risultare aumentati.

La fenilalanina segue I’andamento della dopamina (Figura 18), in quanto risulta essere

precursore della tirosina, da cui poi si forma L-dopa e dopamina (Figura 27).
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Figura 27: Sintesi della dopamina

La figura mostre i passaggi che portano alla sintesi di dopamina. Si parte dalla fenilalanina,
convertita in tirosina, che successivamente viene trasformata in L-dopa e, infine, dopamina.

In merito al metabolismo energetico, sono risultati significativamente modulati alcuni
metaboliti nell’ambito della produzione di NAD. Il NAD ¢ un coenzima fondamentale
per il nostro organismo, coinvolto nella glicolisi, nel ciclo di Krebs, nella catena di
trasporto degli elettroni e utilizzato per la produzione di ATP. Pud essere prodotto a
partire dal triptofano, seguendo la via sintesi de novo, che porta ad acido chinolonico e
successivamente niacina, un substrato fondamentale per la sintesi di NAD. Alternativa ¢
rappresentata dalla via di salvataggio, a partire dalla nicotinamide (niacinammide, una
forma di vitamina B3), che pero necessita dell’utilizzo di ATP come fonte energetica !>

(Figura 28).
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Figura 28: Sintesi del NAD

Nella figura sono mostrate le due possibili vie metaboliche di sintesi per il NAD, la via di sintesi de
novo, che parte dal triptofano e la via di salvataggio, che ricicla la niacinamide, portando a NAM,
NMN e poi NAD. Si evidenzia nella via di salvataggio la necessita di energia sotto forma di ATP e la
presenza di PRPP.

Nei pazienti LND vi ¢ una riduzione dei livelli di ATP dovuta al mancato funzionamento
del riciclaggio delle purine e all’aumento dell’attivazione della sintesi de novo che ne
consuma in quantitd maggiori. Questo dato ¢ stato anche confermato dallo studio
metabolomico di Ceballos-Picot et al . Siccome manca ATP, la produzione di NAD
viene garantita principalmente dalla via de novo, a partire dal triptofano, che infatti risulta
essere ridotto, cosi come la L-chinurenina, intermedio della via metabolica (Figura 19;
Figura 28). A conferma di cid, nei pazienti LND si osserva un aumento della
nicotinammide rispetto ai CTRL (Figura 19), verosimilmente dovuto ad una ridotta

attivazione della via di salvataggio, che ne favorisce 1’accumulo.
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Un’ulteriore possibile spiegazione dell’inibizione della via di salvataggio del NAD a
favore della sintesi de novo riguarda il PRPP. Questo metabolita viene utilizzato come
cofattore nella conversione del NAM in NMN (Figura 28), ma rappresenta anche il punto
di partenza per la sintesi de novo dei nucleotidi purinici. Nei pazienti LND questa via
risulta essere la via preferenziale di utilizzo del PRPP, non avendo altra scelta per formare
nucleotidi purinici e, di conseguenza PRPP verra meno utilizzato per il NAD, portando

ad una maggiore stimolazione della via alternativa.

Nei campioni LND sono risultati significativamente alterati anche alcuni amminoacidi,
tra cui arginina e glutammina, ridotte, mentre lisina, treonina, isoleucina e valina risultano
aumentati (Figura 20). Sebbene tali risultati non appaiano particolarmente significativi,
la letteratura riporta alcuni studi condotti nell’ambito della malattia di Lesch-Nyhan che
hanno evidenziato alterazioni del profilo amminoacidico nel liquido cerebrospinale e su
campioni di tessuto cerebrale 123124,

Per questo motivo, a scopo speculativo, potrebbe essere interessante un eventuale

confronto con i livelli degli stessi amminoacidi nel liquor o, laddove possibile, nel tessuto

cerebrale post-mortem, al fine di valutare una potenziale correlazione.

I BCAA, in particolare isoleucina e valina, risultano aumentati in circolo nei pazienti
LND (Figura 21). Ipotizziamo che 1’aumento sia dovuto ad una competizione con altri

amminoacidi a livello del trasportatore LATI, un histidine, leucine, isoleucine, methionine
cysteine, tryptophan, phenylalanine,
glutamine, tyrosine

trasportatore aspecifico presente a livello della barriera

emato-encefalica (Figura 29).

S-S
In particolare, data la carenza di dopamina e serotonina a extracellularsite
livello cerebrale, i loro precursori, triptofano e tirosina, aF2he
tenderanno a passare in misura maggiore, determinando intracellular site
quindi un aumento dei BCAA in circolo. ;
Teniamo comunque sempre presente che nei pazienti N
N . . histidine, glutamine,
LND ¢ stato riportato un aumento del turnover proteico, tyrosine

il quale potrebbe contribuire a giustificare le alterazioni Figura 29: Trasportatore LAT1

riscontrate nel profilo amminoacidico '%.
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Per quanto riguarda, infine, il metabolismo lipidico, le alterazioni metabolomiche
osservate nella nostra coorte potrebbero essere spiegate da due ipotesi principali.

Lo studio di Vinokurov et al. '2® ha valutato la correlazione tra il difetto enzimatico di
HPRT e la funzionalita mitocondriale su colture di cellule neuronale, mostrando una
minore funzionalitd mitocondriale nei pazienti LND. A ci0 consegue da un lato I’aumento
nella produzione di ROS, che perd non sembra essere causa dell’aumentato stress
ossidativo dati i normai livelli di glutatione (principale antiossidante endogeno), dall’altro
possibili alterazioni nel processo di beta-ossidazione degli acidi grassi 7.

Queste evidenze potrebbero giustificare 1’aumento di carnitina e del triestere, glicerol

trivalerato riscontrati nei pazienti LND (Figura 23).

Anche gli acidi grassi dovrebbero essere aumentati, come risultato anche in uno studio
multi-omico recente, effettuato su globuli rossi di tre fratelli affetti da LND 28,

In realta, pero, gli acidi grassi rilevati dal nostro studio, acido arachidonico, linoleico, non
vengono principalmente utilizzati come fonte energetica tramite beta-ossidazione, ma
altre funzioni importanti all’interno del nostro organismo. La riduzione dei livelli di
questi acidi grassi nei pazienti LND (Figura 22) potrebbe in parte essere attribuibile ad
un’insufficiente assunzione dietetica dell’acido linoleico, che ¢ un acido grasso
essenziale, precursore per la sintesi di acido arachidonico.

In alternativa, dato il ruolo di questi acidi grassi come componenti delle membrane

cellulari, I’elevato turnover nei pazienti LND potrebbe spiegarne la diminuzione.

Analogo ragionamento puo essere valido per spiegare le alterazioni di LPC, PC e PE
(Figura 24). Alterazioni dei fosfolipidi, in particolare LPC, sono state dimostrate in
differenti studi, in associazione a patologie neurodegenerative, quali Parkinson e
Alzheimer. In uno studio di lipidomica su campioni di corteccia cerebrale prelevati post-
mortem da pazienti affetti da Parkinson si ¢ riscontrato un aumento dei TAGs,
triacilgliceroli, associati ad una riduzione di LPC, probabilmente a causa dell’aumentato
turnover cellulare '2°. Riguardo all’Alzheimer, i pazienti affetti presentano ridotti acidi
grassi a livello cerebrale e quindi richiedono un rifornimento dal compartimento
plasmatico, che viene soddisfatto da LPC !3°. Per questo motivo, & congruo attendersi una
riduzione plasmatica dei livelli di LCP, come riscontrato nella nostra casistica (Figura
24). Inoltre, una riduzione dei livelli di LPC sembra essere anche un fattore di rischio che

potrebbe favorire la comparsa della patologia.
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Anche PC e PE sono risultate ridotte in alcuni studi condotti sia su tessuto cerebrale e

liquor, sia su plasma, sempre in pazienti affetti da malattie neurodegenerative 3!,

Considerando che i pazienti LND e PCI presentano alterazioni neurologiche in parte
sovrapponibili a quelle osservate nelle patologie neurodegenerative esaminate, i risultati
del nostro studio confermano quanto gia riportato in letteratura, rafforzando cosi I’ipotesi
di una possibile correlazione tra le patologie neurodegenerative e le alterazioni del

metabolismo lipidico.
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CONCLUSIONI

Il presente studio, nonostante la sua natura monocentrica, ha permesso 1’arruolamento di
un totale di 24 pazienti con diagnosi di malattia di Lesch-Nyhan (LND), rappresentando,
al meglio delle nostre conoscenze, la piu ampia analisi metabolomica untargeted su

plasma di pazienti affetti da LND attualmente disponibile in letteratura scientifica.

Le alterazioni metabolomiche rilevate risultano fortemente indicative della malattia.
Infatti, I’Enrichment Analysis, condotta utilizzando un programma del tutto agnostico, ha
mostrato sotto la voce Lesch-Nyhan un importante arricchimento di metaboliti rispetto a
quanto atteso, rafforzando 1’affidabilita e la rilevanza biologica dei dati ottenuti.

Sono stati identificati 400 metaboliti significativamente modulati nel confronto tra LND
e CTRL o LND e PCI, coinvolgendo trasversalmente numerose vie metaboliche. Questo
suggerisce che il difetto enzimatico alla base della malattia non si limita ad una
alterazione della singola via del metabolismo delle purine, ma si ripercuote sull’intero
network del metabolismo cellulare. Da cid nasce la necessita di approfondire i
meccanismi biologici sottostanti a questa patologia, con I’intento di identificare nuovi
biomarcatori diagnostici e potenziali target terapeutici.

Nello specifico, oltre alle attese alterazioni nel metabolismo purinico, la nostra analisi ha
rivelato significative modificazioni nel metabolismo degli amminoacidi, in particolare
dell’istidina, nel metabolismo della dopamina, nel metabolismo energetico, con

particolare attenzione al NAD, e nel metabolismo lipidico.

Uno dei principali limiti dello studio ¢ stato il campione biologico utilizzato. Sebbene il
plasma sia facilmente accessibile, esso fornisce informazioni meno specifiche e
dettagliate rispetto, ad esempio, al liquor, limitando cosi I’interpretazione degli aspetti
neurologici della patologia.

Inoltre, questa analisi rappresenta una prima valutazione dei risultati ottenuti alla
UHPLC-MS con colonna HILIC, una tecnica che consente di identificare con maggiore
specificita i metaboliti piu polari, quindi amminoacidi, zuccheri e anche basi azotate, ma

risulta meno efficace nell’analisi dei metaboliti apolari, principalmente di natura lipidica.

Un ulteriore limite dello studio ¢ rappresentato dalla sua natura monocentrica. Tuttavia,

questo puo anche essere considerato un punto di forza, poiché ha permesso di mantenere
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uno standard uniforme nel prelievo e nella conservazione dei campioni delle tre
popolazioni in esame, riducendo cosi i potenziali bias nei risultati. Inoltre, nonostante
I’impostazione monocentrica, il numero di pazienti arruolati ¢ stato soddisfacente e il
fatto che tutti fossero seguiti in follow-up presso il nostro Istituto ha facilitato la raccolta

accurata e completa dei dati clinici, fondamentali per il confronto con i dati metabolomici.

In conclusione, questi dati preliminari risultano promettenti e offrono numerosi spunti per
ulteriori approfondimenti. Tra le prospettive future dello studio vi ¢ I'implementazione
dell'analisi metabolomica mediante la valutazione dei metaboliti identificabili tramite
UHPLC/MS con colonne C18, al fine di ottenere una visione piu esaustiva dei pathways
alterati nelle LND, ampliando e approfondendo quanto emerso nel presente studio pilota.
Inoltre, sugli stessi campioni utilizzati per questa analisi preliminare, sara possibile
condurre analisi di proteomica e lipidomica, arricchendo il quadro multi-omici e fornendo
quindi una rappresentazione piu completa e integrata del profilo molecolare della
malattia.

Qualora da questi studi piu approfonditi emergessero alterazioni rilevanti in una specifica
via metabolica, si potrebbe pensare anche di avviare un’analisi metabolomica targeted,
mirata su quella specifica via, al fine di indagarla in modo piu dettagliato.

Infine, una collaborazione multicentrica consentirebbe di aumentare la numerosita
campionaria e, quindi, valutare la riproducibilita dei dati e eventualmente consolidare i

risultati ottenuti.
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