S Caratterizzazione strutturale in microscopia crioelettronica
D@% di fibrille di un gatto affetto da Amiloidosi AA
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Lo sapevi che.... Disfunzioni renali nei gatti potrebbero essere associate ad Amiloidosi AA? Purtroppo, pero, si conosce ancora poco questa patologia e la diagnosi avviene
solo dopo la morte dell’animale stesso. Ma di che si tratta?
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'amiloidosi AA € una patologia definita sistemica, in quanto colpisce piu organi dell’individuo affetto. Nello specifico, il fegato, i reni e la milza sono tra gli organi piu compromessi. La principale causa che
porta allo sviluppo dell'amiloidosi AA & un’iperproduzione della proteina Siero Amiloide A (SAA). Tale proteina € normalmente espressa durante I'inflammazione. Di conseguenza, infiammazioni croniche
causate da alcune patologie, quali il Diabete Mellito di Tipo I, portano ad una espressione eccessiva di SAA. Lo sviluppo di Amiloidosi AA, tuttavia, coincide con la perdita della struttura nativa della proteina
SAA, la quale aggrega formando delle grandi strutture elicoidali, chiamate fibrille amiloidi, che si depositano negli organi, ostacolando la loro funzione fisiologica fino ad arrivare alla rottura dell’'organo stesso.
Sintomi associati al/Amiloidosi AA possono essere disfunzioni renali e spleniche. Nonostante l'incidenza della malattia sia notevolmente diminuita in concomitanza al decremento di casi di Tubercolosi,
I'incidenza di Amiloidosi AA sale se si considerano i pazienti affetti da alcune inflammazioni croniche (come Artrite reumatoide, Diabete Mellito di Tipo Il). Inoltre, Ferri et al. hanno identificato un’alta
prevalenza di Amiloidosi AA in popolazioni di gatti che vivono in rifugi. Allo stesso modo, Zhang et al. Hanno osservato una netta prevalenza della patologia in ghepardi in cattivita. In questo progetto, si pone
particolare attenzione sulllAmiloidosi AA nei gatti, studiando la forma delle fibrille amiloidi per svelare il mistero della loro formazione e per trovare nuovi farmaci in grado di curare gli individui affetti dalla
patologia. Sfruttando la diagnosi post-mortem della malattia, lo studio viene eseguito su organi di gatto post-mortem, lasciando il gatto libero di vivere la sua vita con il suo padrone o nel suo rifugio.

Il metodo: la Microscopia Crio-Elettronica
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Il funzionamento del microscopio crio-elettronico comprende una sorgente di elettroni che vengono

indirizzati verso il campione il quale genera un’immagine bidimensionale. Perché si utilizzano gli m
elettroni? Perché particelle piccole interagiscono con oggetti piccoli (come indicato nella Fig.1).

Il processamento dei dati ottenuti dal microscopio viene eseguito al computer con Relion o

CryoSPARC (due sistemi informatici).

Grazie ad essi e possibile scomporre le immagini bidimensionali ottenute con il microscopio crio- _ S _ _ _ o _ _

: . C . : : - : . - : Fig.1 Schema rappresentativo dei limiti di osservazione a partire da diverse sorgenti: dai nostri occhi
elettronico ed utilizzare le loro proiezioni per ricostruire un’immagine tridimensionale della nostra ) o e . A . > .
(ovvero il range della luce visibile), fino agli elettroni (quindi ad oggetti molto piccoli, come gli

proteina. amminoacidi e gli atomi).
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Fig.2 Il campione (ovvero la proteina di nostro interesse Fig.3 La griglia congelata viene -caricata sul Fig.4 Le immagini bidimensionali vengono processate
in soluzione acquosa) viene prelevato (qualche l, microscopio crio-elettronico. Il fascio di elettroni ed utilizzate per costruire il modello tridimensionale
ovvero 10" 3 ml) e messo su una griglia. Qui, esso si colpisce i singoli buchetti della griglia, imprimendo della proteina. Il processo di acquisizione del dato e
deposita in piccolissimi buchetti dentro alla griglia. Tale un’immagine del campione (quindi delle proteine riassunto nel video osservabile scannerizzando il

supporto viene quindi congelato in etano liquido. presenti in ogni singolo buchetto). codice QR!

Percheé studiare le strutture delle
Il risultato: mappe di densita elettronica e strutture di proteine oroteine?

Le strutture e le mappe di densita elettronica delle proteine
vengono depositate in un database accessibile a tutti (Protein Data
Bank, PDB). Ma a cosa serve tutto cio? Un esempio potrebbe
essere costituito proprio dalla proteina oggetto di questo studio, la

Alla fine del processamento dei dati ottenuti dall’analisi al microscopio (eseguito con sistemi bioinformatici, quali
Relion e CryoSPARC), si ottiene una mappa tridimensionale per ciascun tipo di proteina che era presente nel
campione di partenza analizzato al microscopio. Tale mappa indica lo spazio occupato dagli atomi della proteina,
permettendoci di identificare i suoi singoli componenti (amminoacidi). Di conseguenza, a seconda della

. . . ] o _ , e } SAA, in quanto e stato suggerito che forme diverse di fibrille AA,
risoluzione della mappa, € possibile inserire i vari ?mmmoaudl all mternp, c.ompone.n(.jo cosi la s:truttura con sequenza e struttura diverse, porterebbero a sintomatologie
Fig. 5). Questo passaggio viene definito «Costruzione del

* | differenti di Amiloidosi AA. Di conseguenza, |'analisi delle diverse
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N N ‘f’ strutture di fibrille ci permette di scoprire i meccanismi ignoti che
' portano allo sviluppo della malattia.

Fig.5 Sulla sinistra, Ia
rappresentazione di una
mappa di fibrilla  AA.
Basandosi sulla forma della e
mappa, Si puo intuire a
quale tra i 20 amminoacidi
corrisponde la densita. Il
corrispondente
amminoacido viene poi
inserito nella mappa
(destra).

Fig.6 Strutture tridimensionali di fibrille amiloidi AA di gatto.
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