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ABSTRACT

Recent advanced has shown that the activity of cAMP responsive element-binding protein
(CREB) and of CREB-binding protein (CBP) is decreased in Huntington’s disease (HD)
(Steffan et al., 2000; Rouax et al., 2004). Such decrease is thought to reflect the impaired
energy metabolism in a HD mouse model, where a decline in striatum cAMP levels has been
observed. Incresed levels of CREB have also been demonstrated to exert neuroprotective
functions(Lonze et al 2002). Interestingly, one of the CREB target genes is the brain derived
neurotrophic factor (BDNF) (Lonze and Ginty, 2002).

The phosphodiesterase type IV inhibitor rolipram increase CREB phosphorylation. Such
drugs has a protective effect in global ischemia and embolism in rats. Moreover, rolipram-
induced PDE4 inhibition was shown to enhance BDNF induction in rat hippocampus
(Fujimaki et al, 2000)Our study aimed at investigate first the distribution of pCREB in the
neuronal subpopulations of the striatum in normal rats compared to the HD model of
quinolinic acid lesion and second the neuroprotective effect of the rolipram in our rat model
of HD and in R6/2 mutant mice. Our results show that activated CREB levels decrease
progressively in projection neurons and parvalbumin (PARV) and calretinin (CALR)
interneurons, whereas such levels remain stable in cholinergic and somatostaninergic
interneurons. We found also that rolipram showed to be effective in increasing significantly
the levels of activated CREB and BDNF in the striatal spiny neurons, which accounts
mostly for its beneficial effect in our rodent model of excitotoxicity and R6/2 mice. Our

findings showed that rolipram could be considered as a valid therapeutic approach for HD.
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ABSTRACT

Recenti studi hanno dimostrato che I’attivita della CREB (cAMP responsive element-binding
protein) e la CBP (CREB-binding protein) diminuiscono in modelli di corea di Huntington
(Steffan et al., 2000; Roaux et al., 2004). E stato osservato che questo effetto puo tradursi in un
danneggiamento del metabolismo energetico dovuto anche ad una diminuzione dei livelli di
cAMP nello striato di questi modelli. E stato anche dimostrato che aumenti dei livelli dii CREB
fosforilata hanno effetti neuroprotettivi (Lonze et al., 2002). Il gene che codifica per il fattore
neurotrofico BDBF ¢ attivato dalla CREB (Lonze e Ginty, 2002). Il rolipram, inibitore della
fosfodiesterasi di tipo IV, ¢ capace di indurre un aumento dei livelli di pCREB ¢ BDNF
(Fujimaki et al., 2000). E stato dimostrato che questo farmaco ha effetti benefici in condizioni
di ischemia. L’ obbiettivo di questo studio ¢ stato quello di investigare prima I’espressione della
pCREB nella popolazione straiatale in relazione alla loro diversa suscettibilita alla patologia,
questi studi sono stati condotti su animali di controllo e modelli sperimentali quali ratti lesionati
con acido quinolinico (QA). Il passo successivo ¢ stato studiare gli effetti della
somministrazione di rolipram sulla CREB e il BDNF nei topi transgenici R6/2 e nei ratti
lesionati con QA. Il nostro studio ha dimostrato che 1’attivazione della CREB diminuisce nei
neuroni di proiezione e negli interneuroni striatali parvalbuminergici e calretininergici in ratti
QA, invece i livelli di pCREB rimanevano stabili negli interneuroni piu resistenti, quelli
colinergici e somatostatiniergici. Questa ricerca ha anche dimostrato che i topi R6/2 e i ratti
lesionati con QA entrambi trattati con rolipram mostravano dei livelli di attivazione di CREB
maggiore rispetto al controllo. Anche 1’espressione del BDNF aumenta nei topi R6/2. Questi
risultati fanno pensare al rolipram come un potenziale approccio terapeutico per la corea di
huntington.

Key words: Huntington’s disease, CREB, BDNF, confocal microscopy, transgenic mouse
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INTRODUZIONE

1. ASPETTI GENERALI SULLA COREA DI HUNTINGTON

1.1 EZIOPATOLOGIA

La Corea di Huntington ¢ una malattia degenerativa ereditaria interessante i1 nuclei grigi
centrali e la corteccia cerebrale; essa si caratterizza per lo sviluppo progressivo, nel soggetto
adulto, di movimenti coreici e di un deterioramento delle funzioni superiori. Le prime
descrizioni di caratteristiche cliniche riferibili a questa grave patologia risalgono al
Sedicesimo secolo. E’ solo nel 1872 che la malattia viene descritta in modo esauriente da
George Huntington, un giovane medico di Long Island, New York, durante una conferenza
sulla corea di Sydenham, e da quel momento, la malattia assunse il nome di corea ( dal latino
choreus, dal greco chorus, danza) di Huntington.

Le caratteristiche fondamentali da Lui descritte si possono riassumere in una triade
comprendente: disordini del movimento, per lo piu di natura coreica; disturbi affettivi, con
tendenza al suicidio e deficit cognitivi. La condizione viene ereditata come tratto autosomico
dominante, per cui la meta dei figli di una persona affetta saranno colpiti. . Poiché la HD si
trasmette attraverso un gene dominante autosomico monoibrido a completa penetranza, la
mutazione di un allele ¢ sufficiente a causare la patologia. L’inizio clinico si colloca tra 1 30
ed i 50 anni e progredisce, lentamente ma inesorabilmente, per circa 15-20 anni, portando
I’individuo all’invalidita totale. L’esordio pud anche avvenire prima dei 20 anni, definito
come “esordio giovanile” e fino ai 60 anni, in questo caso si parla di “esordio senile” e gli
individui affetti sembrano avere una malattia meno grave rispetto a quelli con esordio
nell’eta media.

L’inizio della HD ¢ insidioso e graduale, i primi sintomi sono ambigui € possono apparire a
livello neurologico sotto forma di movimenti involontari e incoercibili, o a livello psichico

come nette alterazioni della personalita (stati depressivi, aggressivita). A poco a poco i



movimenti assumono le sembianze di una danza e I’andatura instabile viene spesso
scambiata per uno stato di ebbrezza. Man mano che la malattia progredisce, la corea diventa
progressivamente piu grave fino a raggiungere un plateau (Folstein et al., 1983). Negli stadi
tardivi della malattia, possono diventare piu evidenti altri disordini del movimento, come la
distonia, bradicinesia e rigidita, che rappresentano caratteristiche importanti dell’HD. I
disturbi cognitivi si aggravano progressivamente fino a configurare il quadro di una grave
demenza (Bruyn and Went, 1984). Molto frequenti sono i disturbi della personalita, che
possono precedere di molti anni la comparsa delle disfunzioni motorie (Speedie et al., 1990).
Osservati nel 38% dei pazienti, i disturbi dell’umore non sono distribuiti in modo casuale tra
1 pazienti, ma sono concentrati in particolari gruppi familiari. La depressione, in questi
pazienti, puo sfociare in suicidio, che rappresenta non soltanto la comprensibile reazione

ad una malattia fatale, ma anche la conseguenza di episodi maniaco-depressivi.

1.2 NEUROPATOLOGIA

1.2.1 Anatomia patologica macroscopica

I1 cervello di un paziente affetto da HD si presenta generalmente con un modesto grado di
atrofia, specialmente nei lobi frontali, ai bordi della Scissura di Silvio e anche nei lobi
occipitali, piu evidenti quando la malattia ha avuto una lunga durata. Il peso del cervello ¢
diminuito in media da 150 a 200 gr. I ventricoli sono dilatati in modo evidente, per il
marcato rimpicciolimento del nucleo caudato, del centro semiovale, del putamen e del
pallido, ci0 ¢ chiaramente visibile in sezioni frontali (FIG1). La testa del nucleo caudato, il
putamen e il segmento laterale del globus pallidus presentano il grado maggiore di atrofia.

I1 corpo calloso ¢ quasi sempre assottigliato e la capsula interna e la commissura anteriore
sono piu larghe. Le fibre che attraversano il putamen appaiono piu spesse ( status fibrosus

dello striato).



Fig.1. Sezione di cervello umano post mortem a livello del caudato-putamen. Sezioni coronali
di cervello prese dal caudato-putamen di un individuo normale (sinistra) e uno affetto da
corea di Huntington (destra). 1l cervello HD sulla destra mostra una degenerazione del nucleo

caudato adiacente al ventricolo laterale che si e dilatato in risposta all’atrofia striatale
(modified from Alexi et al.,2000).

1.2.2 Anatomia patologica microscopica
Le alterazioni piu significative (necrosi cellulare con marcata astrogliosi) si riscontrano nello
striato e nella corteccia cerebrale, soprattutto negli strati III, V e VI (Ross, 1986). La corea
di Huntington ¢ caratterizzata da una selettiva perdita neuronale che interessa solo alcune
aree encefaliche. La perdita cellulare piu marcata si ha a livello dei gangli della base,
specialmente nei nuclei caudato e putamen, (MacMillan et al., 1996). Mentre la
sintomatologia motoria (corea) ¢ dovuta direttamente alla lesione dello striato, 1’alterazione
delle funzioni cognitive e 1’eventuale demenza sembrano dovute o alla concomitante perdita
di neuroni corticali a livello dei circuiti della corteccia prefrontale dorso laterale e della
corteccia orbitofrontale laterale, o alla scomparsa della normale attivita neuronale a livello di
quelle parti dei nuclei della base che sono implicate in funzioni cognitive. La perdita dei
neuroni striatali ¢ inizialmente selettiva ed interessa la popolazione dei neuroni GABAergici

che proiettano al nucleo esterno del globo pallido.



In condizioni normali, ¢’¢ un equilibrio tra le attivita di tre sistemi biochimicamente distinti
ma funzionalmente interdipendenti: (1) il sistema dopaminergico nigrostriatale; (2) i neuroni
colinergici intrastriatali; e (3) il sistema GABAergico che proietta dallo striato al globo
pallido ed alla sostanza nera. Quest’ultimo sistema ¢ formato da neuroni efferenti contenenti
GABA ¢ sostanza P (SP) o GABA e metencefalina che proiettano al globo pallido interno e
alla substantia nigra attraverso una via diretta ed una indiretta. (Albin et al., 1989). Nel
circuito che mette in connessione i nuclei della base con il talamo, la via diretta esercita un
controllo a feed-back positivo disinibendo il talamo e quindi aumentando I’attivita delle
proiezioni talamo corticali, mentre la via indiretta esercita un controllo a feed-back negativo
inibendo D’attivita talamo corticale. Le vie danneggiate nell’HD sono illustrate in FIG 2. Le
lesioni del nucleo subtalamico, sia quelle provocate nell’'uomo da episodi di ictus cerebrale
che quelle indotte sperimentalmente negli animali, determinano la comparsa di movimenti
involontari unilaterali degli arti (emiballismo). Anche la caratteristica corea pud essere

dovuta ad una riduzione dell’attivita di controllo dei neuroni del nucleo subtalamico.
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FIG2. Le vie di uscita striatopallidali facilitano (via diretta, linea blu) o inibiscono (via
indiretta, linea rossa) l’attivita motoria della corteccia.
Nella corea di Huntington i diversi sottotipi neuronali dello striato reagiscono diversamente
alla neurodegenerazione. Infatti, mentre i neuroni di proiezione degenerano per primi, gli

interneuroni colinergici sono invece molto resistenti (Tab. 1).

Marker Cell type Survival in HD
Choline Acetyl Transferase (ChAT) Cholinergic interneuron Survive
Somatostatin (5257 SAMPYNOS interneuron Survive
Parvalbumin (FPARV) PARWV interneuron Majority die
Calretimn (CALR) Calretinin interneuron Majority die
Calhindin (CALB) Matnix projection nenron Majority die

Tabella 1. Resistenza relativa dei neuroni striatali alla degenerazione da HD (modified from
Fusco et al., 1999).
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1.3 ASPETTI GENETICI

14

Il gene dell’HD ¢ denominato IT15 da “Interesting trascript 15” e codifica una proteina
chiamata huntingtina (Huntington's disease Collaborative research group, 1993; Duyao et al.,
1993). Nel primo tratto del gene ¢ localizzata una serie di nucleotidi “CAG”, mentre nella
popolazione sana il numero di CAG risulta variabile, ma sempre compreso tra 9 ¢ 35 (Snell
et al., 1993), i malati di HD presentano ripetizioni di triplette sempre superiori alle 36 unita
fino al limite massimo, finora osservato, di 250 (Ashizawa et al., 1994; Gusella et al., 1993).
Per ogni tripletta CAG presente nel gene viene incorporato, nella proteina, uno specifico
amminoacido, la glutammina(Q). Nei soggetti sani, I’huntingtina avra dunque un numero di
Q entro le 35 unita, mentre nei malati, ’huntingtina mutata (mhtt) avra un numero di Q
molto maggiore, corrispondente alle ripetizioni di CAG presenti nel gene. In base a queste
considerazioni, la corea di Huntington viene anche definita malattia da “poliglutammine” o

da “triplette”.

MECCANISMI MOLECOLARI DELLA NEURODEGENERAZIONE

Il modo in cui I’huntingtina mutata causa la degenerazione neuronale che colpisce i1 pazienti
affetti nella corea di Huntington ¢ stato ed ¢ tuttora oggetto di dibattito. Infatti, sono stati
chiamati in causa molteplici fattori. La tendenza attuale ¢ quella di considerare che tutti
questi fattori compartecipino alla neurodegenerazione. In particolare, le evidenze scientifiche
dimostrano diversi elementi che verranno descritti in dettaglio. Le prime osservazioni,
durante lo studio della corea, avevano dimostrato che 1I’huntingtina normale e quella mutata
erano equamente distribuite nel cervello dei pazienti con HD, sebbene la regione dello
striato fosse quella piu gravemente affetta dalla patologia. Questi dati iniziali suggerivano
che la malattia non fosse dovuta a una perdita di espressione della proteina normale, ma si
ando accreditando ’ipotesi che la malattia fosse dovuta unicamente alla proteina mutata.
Tale mutazione avrebbe fatto acquistare alla proteina una funzione tossica (gain of function)

responsabile della degenerazione dei neuroni striatali. La presunta tossicita viene spiegata
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supponendo che la presenza del tratto poliglutamminico nella proteina ne modifichi la
conformazione, ¢ quindi la funzione, provocando interazioni anomale con altre proteine
cellulari, modificandone la normale localizzazione o, ancora, rendendola suscettibile al
taglio proteolitico. La ricerca ha cosi centrato i suoi sforzi sulla mutazione per cercare di
spiegare 1 meccanismi alla base di tale tossicitd. Un primo risultato ha evidenziato che il
tratto polyQ presenta tossicita intrinseca una volta espresso in modelli animali o cellulari. I1
passo successivo ¢ stato ottenere modelli animali che producessero I’huntingtina mutata. Il
primo modello ¢ stato sviluppato nel 1996 da Gillian Bates, questo modello presentava il
primo esone del gene umano codificante per I’htt. Si ¢ cosi concluso che la tossicita
attribuita all’htt mutata dipendesse dalla sequenza poly-Q espansa (Mangiarini et al., 1996).
Grazie a questi e altri modelli si ¢ visto anche che I’azione delle caspasi ¢ notevolmente
aumentata in presenza della proteina mutata. L’azione delle caspasi porta dunque
all’ottenimento di frammenti di huntingtina mutata che possono attraversare la membrana
nucleare e dare origine ad inclusioni (NII). La sintesi e la frammentazione dell’huntingtina
mutata avvengono nel citoplasma, mentre 1 suoi frammenti sono traslocati nel nucleo per
diffusione passiva (Cooper et al., 1998; Hackam et al., 1998). Cio ¢ favorito anche dalla
grande omologia di sequenza data dall'estremita N-terminale della proteina per le sequenze
segnale di localizzazione nucleare (NLS) (Hackam et al., 1998).

Quale sia il loro ruolo e quello della proteina mutata, nell’eziopatogenesi della malattia di
Huntington, resta perd argomento di acceso dibattito. E’stato anche ipotizzato che gli
organelli deputati a eliminare le proteine non piu necessaric o tossiche, i proteosomi,
fatichino a degradare la proteina mutata a causa della sua conformazione aberrante. Questo
finirebbe con 1’esacerbare 1’aggregazione dell’htt mutata fino a portare a morte la cellula. La
distribuzione degli inclusi nucleari, sia nei neuroni della corteccia, sia dello striato, non ¢
perd apparentemente in accordo con la prevalente vulnerabilita di quest’ultimo alla

neurodegenerazione della corea di Huntington (Meade et al., 2002; Sun et al., 2002).
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E’ stata pertanto ipotizzata la presenza di proteine striato-specifiche nei neuroni vulnerabili
che interagendo con I’huntingtina mutata vengono intrappolate negli aggregati determinando
tossicita cellulare selettiva caratteristica dell'HD (Fusco et al., 1999; Evert et al., 2000). Tra
queste molecole si distinguono tre gruppi di proteine: quelle implicate nel traffico
vescicolare, quelle coinvolte in eventi trascrizionali, quelle implicate nella trasduzione del
segnale, e, infine, la gliceraldeide fosfato deidrogenasi (GAPDH) (Burkeet al., 1996) ¢ la
cistationina beta sintasi, le cui interazioni aberranti con 1I’mhtt provocherebbero anomalie
metaboliche ed energetiche.

Per diversi anni 1’attenzione € stata focalizzata sull’effetto, la localizzazione e le interazioni
dell’htt mutata e I’ipotesi dell’acquisto di funzione escludeva un ruolo dell’htt normale, o
della sua perdita, nella malattia. Tuttavia, non si riusciva a spiegare perché questa proteina
danneggiasse solo alcune aree del cervello; neanche 1’assunzione dell’esistenza di proteine
striato-specifiche, appena citate, in grado di interagire con I’htt mutata era in grado di
giustificare la tossicita della proteina e la vulnerabilita selettiva dei neuroni striatali
osservata nella corea di Huntington. Per questo motivo molti altri studi si concentrarono
sull’ipotesi che la malattia potesse dipendere dalla cessazione delle funzioni fisiologiche
della proteina normale (loss of function).

L’idea ¢ che la proteina normale possa avere funzioni importanti, neuroprotettive, proprio
per i neuroni striatali e che la vulnerabilita selettiva di questi neuroni sia da attribuire alla
perdita di un effetto benefico dell’htt, a causa della sua mutazione.

L’huntingtina ¢ una proteina che interagisce con numerose altre proteine, pud agire da
scaffold nell’attivazione e nel corretto assemblaggio di complessi molecolari coinvolti in
molti meccanismi cellulari (MacDonald et al., 2003; Marcora et al., 2003). Ha effetti anti-
apoptotici nelle cellule eccitabili e noneccitabili. E stato osservato che le cellule che

producono piu htt normale sono resistenti a vari stimoli di morte, tra cui la deprivazione di
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siero, 1’aggiunta di tossine mitocondriali, o ’inserzione di geni segnalatori di morte come
Bik, Bak o caspasi-9 (Rigamonti et al., 2000).
E stato, anche, dimostrato che I’htt normale esplica questo effetto protettivo in quanto
interrompe la normale cascata di eventi molecolari che portano alla morte cellulare per
apoptosi.

1.4.1 Huntingtina, BDNF ed Eccitotossicita
Le neurotrofine svolgono un importante effetto protettivo sui neuroni cerebrali, permettendo
lo sviluppo e il mantenimento delle cellule nervose anche in situazioni di stress cellulare.
E noto che il differenziamento e la sopravvivenza dei neuroni striatali, e I’attivita delle
sinapsi corticostriatali, dipendono in modo specifico dal BDNF, che perd non sono in grado
di autoprodurlo ma lo ricevono dalla corteccia. Il BDNF infatti viene prodotto nei neuroni
corticali e trasportato in senso anterogrado lungo le fibre che si connettono allo striato, dove
viene poi rilasciato (Zuccato et al.,, 2001; Altar et al.,, 1997 ; Baquet et al., 2004).Un
malfunzionamento della connessione cortico-striatale ridurrebbe 1’apporto di BDNF
rendendoli cosi piu vulnerabili. A livello delle sinapsi cortico-striatali il BDNF puo
controllare il rilascio di glutammato (Jovanovic, 2000), e una sua somministrazione esogena
aumenta la sopravvivenza dei neuroni striatali alla neurodegenerazione indotta da

eccitotossine (Bemelmans AP, 1999; Oerez-Navarro, 2005).
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FIG.3 BDNF e sinapsi corticostriatali. (A) Trasporto retrogrado e anterogrado del BDNF
tra la corteccia e i gangli della base. (B) Connessioni assodendritiche tra le proiezioni
gluttammatergiche corticali e i neuroni GABAergici dello striato.

L’htt normale, oltre all’effetto antiapoptotico, stimola la produzione di BDNF, favorendo la
trascrizione del gene per il BDNF a partire dal suo promotore.

I1 gene del BDNF ha una struttura complessa,caratterizzata da quattro diverse regioni
regolatrici. A monte di ogni gene sono state identificate piccole sequenze promotrici che
reagirebbero indipendentemente a stimoli specifici. Da esse si possono originare,quindi,
quattro messaggeri diversi, che producono tutti la stessa proteina. L’htt normale induce un
aumento del BDNF agendo a livello di uno specifico elemento che comprende il promotore
Il (Zuccato et al., 2001; Zuccato et al., 2003). Viceversa, la proteina mutata perde questo
effetto e riduce anche la sua attivita su due degli altri elementi promotori (Zuccato et al.,
2001).

Questi risultati sono stati confermati sia in vitro che in modelli animali, dove una iper-
produzione di htt normale nella corteccia porta ad un maggior contenuto di BDNF che si
riflette in un aumento di questo fattore nello striato (Hodgson et al., 1999). Cio non si
riscontra ne negli animali che producono mhtt ne nei reperti autoptici di corteccia cerebrale

di pazienti affetti da HD. Anche cambiamenti nell’omeostasi del calcio possono influenzare
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la produzione di BDNF. La trascrizione di quest’ultimo dipende dall’interazione tra il fattore
di trascrizione e la regione promotore del BDNF, che include un elemento sensibile al calcio.
Altri studi si sono concentrati sul trasporto di BDNF suggerendo che I’htt normale avrebbe
un ruolo anche sul trasporto vescicolare del BDNF lungo i microtubuli delle afferenze
cortico-striatali e che I’'mhtt potrebbe influire sulla capacita del BDNF di raggiungere lo
striato (Gauthier et al., 2004 ). L htt normale si legherebbe alla proteina associata all’htt
(HAP1) e alla subunita p150 della dinactina. A supportare questa ipotesi, ci sono studi che
dimostrano come una riduzione dei livelli di htt normale possano portare ad una disfunzione
del trasporto assonale della neurotrofina (Gunawardena et al., 2003; Gauthier et al., 2004 ;
Gunawardena et al., 2004).

Nonostante tutto pero, perché I’HD sia limitata ai neuroni e in particolare ai neuroni striatali
non ¢ del tutto ancora chiaro. Tenendo conto della funzione dell’htt normale nel cervello,
una sua ridotta attivita su fattori come il BDNF puo esasperare la vulnerabilita dei neuroni
striatali nei confronti del tratto poliglutamminico espanso. In aggiunta, una ridotta
produzione di BDNF puo alterare Iattivita delle sinapsi cortico-striatali. E stato dimostrato
infatti che 1 MSNs nei topi transgenici sono molto piu sensibili alle eccitotossine e che
cambiamenti nei livelli di BDNF influenza i segnali glutammatergici della corteccia (Cepeda
C, 2004 ; Jovanovic, 2000; Zeron, 2002).

Tutti questi dati indicano che I’htt normale ha funzioni neuroprotettive durante lo sviluppo
del sistema nervoso centrale ed ¢ possibile che la carenza di questa proteina in pazienti
affetti da HD riduce la capacita dei neuroni a resistere agli insulti tossici della proteina
mutata. In modelli animali che presentano la mutazione su entrambi gli alleli il fenotipo ¢
piu severo che nei modelli eterozigoti con lo stesso numero di triplette (Reddy PH, 1998 ;
Wheeler VC, 2002). Tutto questo conferma I’ipotesi di una degenerazione dello striato a

causa della perdita del ruolo di supporto dell’htt normale. Soprattutto si evidenzia la
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possibilita di mettere a punto strategie terapeutiche dirette a ripristinare la funzione dell’htt
normale.

E’ stata avanzata 1’ipotesi che gli eventi tossici causati dal glutammato, possano contribuire
alla patogenesi della corea di Hungtington. Nel contesto dell’HD una eccessiva attivazione
dei recettori NMDA puo dipendere da un aumentato rilascio di glutammato dalle afferenze
corticali, da una ridotto uptake del glutammato ad opera delle cellule gliali o da una
ipersensibilizzazione degli NMDAR post-sinaptici presenti sui neuroni di proiezione
striatale, questi meccanismi insieme ad un’alterata omeostasi del calcio e ad una disfunzione
dell’attivita  mitocondriale porterebbe a neurodegenerazione dei MSNs.(FIG1)
L’eccitotossicita gioca un ruolo importante nella corea di Huntington in quanto scatena una
serie di eventi all’interno della cellule quali apoptosi, necrosi e stress ossidativo; ¢ stato
osservato che anche la disfunzione mitocondriale ¢ strettamente legata all’eccitotossicita.

E’ stato dimostrato che 1’iniezione di agonisti NMDA nello striato di ratto determina perdite
cellulari simili a quelle che si osservano nell’HD. L’eccitotossicita contribuisce alla morte
dei neuroni striatali nell’Huntington (Coyle JT, 1976; McGeer PL, 1978), i quali
notoriamente ricevono abbondanti segnali glutammatergici dalla corteccia. Non a caso, i
neuroni corticali che proiettano allo striato contengono abbondanti quantita di huntingtina
fisiologica, suggerendo in qualche modo che I’huntingtina mutata possa rendere i neuroni
corticostriatali piu tossici per i loro target striatali (Fusco FR, 1999).

Ad ulteriore prova del coinvolgimento dell’eccitotossicita nella patogenesi della
neurodegenerazione nella corea di Huntington, il recettore-agonista del glutammato,
I’NMDA (N-Metil-D-aspartato) e 1’acido chinolinico producono nell’animale da
esperimento cambiamenti Huntington-simili, che includono: gliosi, selettiva morte dei
neuroni di proiezione medium spyn (MSNs) contenenti GABA e che proiettano al globo

pallido e alla pars reticulata della substantia nigra (Beal MF, 1986), con un relativo
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risparmio di neuroni contenenti somatostatina, neuropeptide Y ed acetilcolina (Beal MF B.

E., 1993; Young AB, 1988).
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FIG4. La morte neuronale da eccitotossicita deriva dalla combinazione di: (1)aumentato
rilascio di Glu dalle afferenze corticali; (2). ridotto uptake di Glu dalla glia;, (3).
ipersensibilita dei NMDAR e/o aumento del segnale del mGluR; (4). un’alterata omeostasi
del calcio; (5). disfunzione mitocondriale.

Molti studi su modelli di HD supportano I’idea che un’alterata attivita dei NMDAR e la
disfunzione mitocondriale sono tra loro collegati e che assieme possono aumentare la
vulnerabilita dei MSNs all’eccitotossicita. E stato visto che la somministrazione di NMDA
in modelli YAC46 o YAC72 porta ad un aumento della depolarizzazione della membrana
mitocondriale rispetto al controllo (Zeron MM, 2004 ).

Il rilascio di citocromo ¢, un indicatore dell’attivazione della cascata apoptotica intrinseca
che coinvolge I’apertura del poro mPT, aumenta in colture di MSNs derivati da YAC128 ed
esposti a glutammato (Tange t al., 2005). Studi su topi konck-in (STHdh®''") hanno
evidenziato una diminuzione della ratio ATP/ADP e della sintesi di cAMP (Gines S, 2003;
Seong IS, 2005) ed ¢ stato anche dimostrato che 1’attivazione degli NMDAR e I’entrata di
calcio favorisco questi meccanismi, infatti incubando chelatori del calcio quale EGTA o

iniettando degli antagonisti degli NMDAR MK-801, si osservava un aumento del rapporto

ATP/ADP e di cAMP(Seong et al, 2005).
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Una disfunzione del metabolismo energetico abbassa la soglia per la tossicita da glutammato
(Novelli A, 1988) e puo portare all’attivazione di meccanismi eccitotossici (Beal, 1992) e a
stress ossidativo (Coyle, 1993). Sebbene I’HD ¢ il risultato di una mutazione del DNA
nucleare e non mitocondriale, ¢ possibile che la forma normale di huntingtina partecipi nella
regolazione delle funzioni mitocondriali o che la forma mutata di htt interferisca attivamente
con la respirazione cellulare. E stata dimostrata un’associazione dell’htt normale con i
mitocondri (Zeron, 2002; Gutekunst CA, 1998; Panov AV, 2002; Choo YS, 2004). Questi
dati confermano che in MSNs, che esprimono una htt mutata, la capacita dei mitocondri a
soddisfare le richieste energetiche cellulari ¢ a mantenere 1’omeostasi intracellulare del
calcio ¢ fortemente ridotta, contribuendo in questo modo ad aumentare la suscettibilita al
danno eccitotossico e da stress ossidativo. Di conseguenza, 1’eccitotossicita, [’attivita
funzionale dei mitocondri e I’htt mutata sono tra di loro strettamente collegati. Da un lato
I’eccitotossita porta ad un aumento dei livelli di calcio citoplasmatico e dall’altro la presenza
di mhtt porta ad una disfunzione dei mitocondri con ulteriore rilascio di calcio dalle sue
riserve. In questo modo un’alterata omeostasi del calcio porta ad un rilascio di citocromo C
dai mitocondri nel citosol, con conseguente attivazione della cascata apoptotica ¢ morte
cellulare

La morte per apoptosi € un processo di “suicidio” delle cellule che avviene a diversi livelli e
attraverso diversi elementi. Dopo diversi esperimenti ¢ stato dimostrato il possibile ruolo
antiapoptotico dell'huntingtina, la quale agendo a monte nel processo di morte cellulare
legato alla "cascata" di reazioni che portano all'attivazione della caspasi 3, previene il
proprio processamento. La mancanza di huntingtina normale ha come effetto quello di
indurre I’attivazione della caspasi 3, mentre la sovraespressione di huntingtina normale
determina 1’inibizione della stessa. L’huntingtina sembra interagire fisicamente con la
caspasi attiva, ed infatti I’huntingtina mutata si lega con minore affinitd ed ha un effetto

inibitorio minore sulla caspasi attiva rispetto all’ huntingtina normale (Zhang Y, 2006 ). Le
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caspasi sono proteasi con cisteina nel sito attivo e vengono attivate in risposta a stimoli
apoptotici (reviewed in Nicholson and Thornberry 1997). L htt presenta diversi siti di taglio
per le caspasi (Wellington CL E. L., 2002; Wellington CL S. R., 2000). L’inibizione
dell’attivita delle caspasi attraverso una forma caspasi-6-resistente di htt mutata, non solo
protegge i topi transgenici dall’atrofia striatale e dalla neurodegenerazione, ma riduce in
modo significativo il volume di lesione in modelli iniettatai con acido quinolinico (Graham
RK, 2006). Oltre alla capacita di creare dei frammenti di htt, le caspasi hanno un ruolo molto
importante nell’apoptosi indotta da attivazione dei recettori NMDA e la loro attivita ¢
modulata dalla lunghezza della polyQ dell’htt mutata. In modelli animali la caspasi 3 attivata
aumentava drasticamente dopo 1’esposizione ad NMDA (Zeron et al., 2002), mentre
I’inibizione della caspasi 3 proteggeva i MSNs da morte cellulare indotta da attivazione degli
NMDAR.

Sembra quindi che la neurodegenerazione nell'HD non segua il classico processo di apoptosi.
Studi ultrastrutturali e dell’espressione genica di cervelli di topi transgenici R6/1 portatori
della malattia, sembrano escludere questo processo di morte cellulare: i neuroni in
degenerazione mostrano condensazione nucleare e citoplasmatica ma non sono mai state
riscontrate caratteristiche tipiche dell’apoptosi (come la presenza di corpi apoptotici); le
alterazioni nell’espressione genica, inoltre, non sembrano compatibili con un processo
apoptotico in atto, suggerendo una sorta di conflitto tra eventi pro e anti-apoptotici
(Iannicola C et al., 2000 ). E stato detto precedentemente che 1’apoptosi pud essere indotta
anche da danneggiamento dell’attivita mitocondriale che consegue all’inibizione dei
complessi della catena respiratoria. (Seaton TA et al., 1997, Zamzami, 1997). La
disfunzione mitocondriale porta alla liberazione di citocromo c e di fattori proapoptotici
(AIF) (Susin SA et al., 1996; Thornberry NA et al., 1998 ). Cervelli affetti da HD, marcati
mediante TUNEL, mostravano un’intensa morte per apoptosi ed un’aumentata attivita della

caspasi-8 (Dragunow M et al., 1995; Sanchez I et al., 1999). Altri studi, invece, hanno
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evidenziato che c’¢ una correlazione fra il numero delle triplette CAG e il grado della
frammentazione nucleare nello striato affetto da HD (Zeron et al., 2002). Questa ipotesi ¢
stata confermata da ricerche condotte da Shehadeh e colleghi (Shehadeh et al., 2006) che
dimostrarono come la tossicita NMDAR-dipendente fosse pit pronunciata rispettivamente
nei modelli YACI128, YAC72, YACI8, e che tale relazione ¢ piu evidente nella tossicita
mediata dai recettori NMDA che non dai recettoriAMPA (Tang TS et al., 2005). Infatti ’'uso
di antagonisti dei recettori NMDA, tipo AP-5, in modelli YAC72 per ridurre 1’entrata di
calcio riportandoli a livelli basali, risultava anche in una riduzione dell’apoptosi indotta da

NMDA (Shehadeh et al., 2006).

2. FUNZIONE E REGOLAZIONE DEI FATTORI TRASCRIZIONALI

DELLA CREB NEL SISTEMA NERVOSO

I1 controllo dell’espressione genica, attraverso numerosi fattori di trascrizione nucleare, ¢ un
meccanismo di fondamentale importanza in diverse funzioni cellulari, quali crescita e
differenziazione, apoptosi e morte cellulare; meccanismi di sviluppo, omeostasi e
adattamento alle variazioni dell’ambiente extracellulare. Diverse molecole segnali, quali
neurotrasmettitori, fattori di crescita (NGF, BDNF) e alcuni farmaci, possono modificare
I’attivita e 1’espressione di molti fattori di trascrizione attivando, per esempio, sistemi di
secondi messaggeri (CAMP e PKA) che portano alla fosforilazione ed attivazione della
CREB (Nestler EJ et al., 2001).

2.1 CARATTERISTICHE STRUTTURALI DELLA CREB

Il fattore di trascrizione CREB (cAMP response element-binding protein) appartiene alla
famiglia di proteine con leucine/zipper; in seguito a fosforilazione sul residuo Ser-133, la
CREB diventa attiva e si lega sulla sequenza di DNA denominata CRE (Cyclic AMP

responsive element), che precede il gene che deve essere trascritto.
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All’interno di questa superfamiglia, questa proteina e i fattori ad essa associati CREM
(cAMP response element modulator) e ATF1 (activating transcription factor 1)
comprendono una subcategoria definita come famiglia CREB. Come tutti i fattori di
trascrizione bZIP, i membri della famiglia CREB contengono un dominio C-terminale di
base che media I’avvolgimento del DNA, ¢ un dominio cerniera di leucina che facilita la
dimerizzazione. La CREB, CREM e ATF-1 sono molto simili tra loro, specialmente nel
dominio bZIP, coerentemente con il fatto che questi fattori possono formare
contemporaneamente omo e eterodimeri, e che ciascuna proteina pud avvolgersi allo stesso
elemento cis-regolatorio. Il segmento, cAMP response element (CRE ) consiste di una
sequenza consenso palindromica TGACGTCA. Infatti, molti siti che legano la CREB
comprendono delle variazioni di questa sequenza consenso, quasi tutti contenenti perd una
sequenza consenso CGTCA. Mentre il dominio bZIP media I’avvolgimento e la
dimerizzazione del DNA, i restanti domini della famiglia CREB sono necessari per facilitare
I’interazione di coattivatori ¢ componenti del meccanismo di trascrizione che permettono la

sintesi dell’RNA. I domini funzionali della CREB sono schematizzati nella fig.5
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Fig. 5. Organizzazione del gene e struttura del dominio dei fattori della famiglia di
trascrizione della CREB (Lonze BE, 2002).
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Interessante ¢ il fatto che i fattori CREB e CREM possono funzionare sia come attivatori che
repressori trascrizionali. Le isoforme CREB piu abbondanti, CREBa e CREBA, contengono
il dominio bZIP e due domini ricchi di glutammina, chiamati Q1 e Q2/CAD (constitutive
active domain) separati dal KID (kinase active domain). Questi due attivatori differiscono
solamente per la presenza o assenza di un dominio a. All’interno dei residui KID, un ruolo
particolarmente importante ¢ svolto dal residuo Ser-133 che, grazie ad uno stimolo indotto
viene fosforilato trasformando cosi il dominio KID in un target per il coattivatore
trascrizionale CBP(CREB binding protein) (Kwok, 1994) si lega, con il proprio dominio
KIX al dominio KID del residuo Ser-133 fosforilato (Parker D, 1996; Radhakrishnan I,
1997) e questa interazione stimolo-dipendente funziona da innesco per I’espressione genica.
Q2/CAD interagiscono con i componenti del complesso di trascrizione facilitando
I’espressione genica CRE-regolata stimolo-indipendente (Ferreri K, 1994; Quinn N, 1998;

Xing L, 1995) .
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2.2 CREB E I GENI BERSAGLIO

La lista dei geni target della CREB comprende geni che controllano la neurotrasmissione, la
struttura cellulare, la trasduzione del segnale, la trascrizione, e il metabolismo (reviewed in

Mayr e Montminy, 2001).

*  Neurotransmission'Pep tid es

*  Acetdcholinesterase (AchE), 1-GABAL receptor, ladrerergic receptor, J-adrenergic
receptor, Cardiotophin-1 (CT-1), Caleitonin gene related peptide (CORF), Cholee wetokinin
(CCE), Chromogranin A&, Chromograran B, Corticotropin-releasing

*  homnone, Doparadre -hedroxsdase (D H), Enkephaling Galanin, Gralanin receptorl
(CGalB1), Glyoprotein hommone  submunit, Conadotropin-releasing hornmone receptor
(CGmPHE), Hurnan corionde gonadotropin- (hCG- ), Iharine gastrinereleasing peptide
receptor

. I:mGpRt_P-R}I, Memrotensin/vearorne din 1T (FTIT), Morepinephaine transporter (HMET),
Pitnitaryradernylyl cyelase actrvating polypeptide

(PACAF), Preprotac hidinin &, Prodsmorphin, Proenkephalivg, Proglucagorn, Secretogranin,
Secretogranin IL Somatostating Somatostatin

*  receptor (ssr-2), Substance P oreceptor, 5wynapsin I, Twosine arninotransfe rase, Wascactive
intestival polwpe ptide (VIF), Vasopressin

= (AP, Vesicular monoamire transporter (WWVIAT), VOF

*  Growth Factors/ Hormones

*  Brain derved newrotrophic factor (BOME), Fibroblast growth factor6 (FGE-a), Flt-1,

Insalin-like groth factor I (IGE-T), Inhibin _,

Leptin, Transforrming growth factor- 2 (TGF- 2, TrkB

Siructural

E-cadhenin, Fibronectin, ICAL-1, Meurofilament 68 kDa (HE-L)

Chanme laTransporters

Araponn-2 (AP0, Cystic flhrosis transmenbrane conductance regulator (CFTR),

Glueose transporter 2 (GLUTD, K31 K_-

*  charrel, Na /K -&TPase

= Cellular Metaholism

» Arydalksdamine N-acettransferase (&8 -HAT), Bel-2, Cyelooxygenase-2 (COXE-2),
Cotoe hroree ©, Glutarnine synthetase (G3), Heme

= oxyvgenase-l (HO-1), Hexokinase 2, HWIGCo & symthase, Neuron specific enolass (N3E),
Ornithire decatboxylass,

*  Phosphoenolpymreate catboxskinase (PEPCED), Pynrate cathorylase, Superoxide dismntase
2{50DY), Ubiguitin-conjugating

= enziwne, Unconpling protein-1 (UCP1), Theonpling protein-2 (IOCP2), Uneoupling protein-
3{UCES)

*  Transcription

*  Achvating transcription factor-3 (& TF-3), CEBP-_, cfos, CRER, Egr-1, ICER, JunD,
Frox-20, mPerl, mPerd, Ml Pit-1, STATS

= Signal Trarsduction

= 14535 Cwyrelin & Cyelin D1, Indueible nitic oxide symthase (IMO0S), Mewofibromatosis 1
(HE-1), Menronal nitric oxde synthase

*  (nbOE), Prostaglandin svthase-2 (PGS0, Serarn and glucocoricodd indueible kinase

2.3 SEGNALI E REGOLAZIONE DELL’ATTIVITA DELLA CREB

I meccanismi molecolari con cui la CREB attua le proprie funzioni sono stati oggetto di

molti studi. Molti sono gli stimoli extracellulari che inducono attivazione della CREB.
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All’interno del dominio KID, il residuo Ser-133 ¢ stato identificato come sito regolatore
chiave la cui fosforilazione ¢ necessaria perché la CREB passi da una forma inattiva alla
forma attiva. La fosforilazione della CREB ¢ indotta da una serie di stimoli extracellulari,
quali fattori di crescita, depolarizzazione e attivita sinaptica durante il normale

funzionamento neuronale, ipossia e stimoli ischemici o danni neuronali fig. 5

Stress

FIG 6. Vie di attivazione della CREB

2.4 MECCANISMI CHE CONDUCONO ALLA FOSFORILAZIONE DELLA CREB

Uno studio condotto da Goodman, e colleghi sui meccanismi della cAMP come fattore che
induce la trascrizione della somatostatina ha determinato la scoperta del cAMP response
element (CRE) e dei suoi promotori (Montminy MR, 1990). Questo ha rappresentato un
passo avanti per la conoscenza dell’espressione genica stimolo-indotta ed una guida per la

clonazione della CREB (Gonzalez GA, 1989; Hoeffler JP, 1988). Successivamente, la
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correlazione tra il cAMP e ’espressione genica CREB-dipendente ¢ stata identificata grazie
al fatto che la fosforilazione della CREB Ser-133 rappresenta 1’evento centrale
dell’attivazione della CREB (Gonzalez GA Y. K., 1989). La chinasi responsabile di questa
attivazione della fosforilazione ¢ la PKA, una protein chinasi cAMP dipendente (Gonzalez e
Montminy, 1989). L’attivita della PKA ¢ regolata da molecole che modificano i livelli di
cAMP, e quindi da molecole che regolano I’attivita dell’adenilato ciclasi, la G-proteina piu
conosciuta associata a recettore (GPCRs). Nel sistema nervoso, la GPCRs ha la funzione di
recettore- ligando funzionalmente molto importanti, inclusi molti neurotrasmettitori. Grazie
a questi recettori, i neurotrasmettitori e i neuropeptidi possono associarsi al cAMP, PKA e,
infine, alla CREB. La capacita di attivare la CREB attraverso la PKA, comunque, non si
riduce all’attivazione del ligando del GPCRs perché anche alcuni tipi di adenilato ciclasi
sono regolati da Ca®" . Infatti I’attivazione della CREB attraverso la PKA pud anche avvenire
in risposta ai molti stimoli capaci di incrementare il Ca*" intracellulare (Poser S, 2001). Per
quel che riguarda il segnale del Ca*" nei confronti della CREB, studi di Greenberg hanno
dimostrato che molti neurotrasmettitori sono capaci di attivare 1’espressione dei geni
immediate attraverso un meccanismo Ca”" dipendente (Morgan JI C. T., 1986; Morgan JI C.
D., 1987; Sheng M, 1990). Studi successivi hanno dimostrato che la CREB puo funzionare
come un fattore di trascrizione inducibile dal Ca’+ (Dash PK, 1991; Sheng M T. M., 1991;
Shaywitz AJ, 1999). Nei neuroni, I’incremento di Ca®* & dato principalmente attraverso
canali cationici ligando o voltaggio dipendente. Per quanto concerne la depolarizzazione
delle membrane, per esempio, 1’afflusso del calcio avviene attraverso dei canali cationici
voltaggio dipendenti (VSCC), come il canale Ca*" di tipo L. Invece, durante la trasmissione
glutammatergica sinaptica, il glutammato, ad esempio, si lega a recettori ionotropici, come il
sottotipo NMDA, che dopo essere stati attivati possono funzionare come canali cationici
permeabili agli ioni. Gli ioni Ca*" interagiscono con molte molecole intracellulari, tra cui la

pitl conosciuta ¢ la Ca® binding protein calmodulina (CaM). A prescindere dalla sua
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locazione, il complesso CA*-CaM puo attivare CaMKI, CaMKII, e CaMKIV, ognuno dei
quali ha la capacita di fosforilare la CREB, almeno in vitro (West AE, 2001)(Dash et al.,
1991; Sheng et al., 1991; West et al.,2001). Tra queste, la CaMKIV risulta la piu importante
tra le chinasi della CREB attivate dallo ione Ca*+ (Anderson KA, 2002; Ho, 2000; Kang H,
2001; Ribar TJ, 2000; Wei F, 2002). Oltre alla capacita di attivare le CaMKs, il Ca’" sembra
attivare anche un’altra via, e cio¢ il ciclo della Ras/ERK (Davis S, 2000; Dolmetsch RE,
2001; Roberson ED, 1999; JD, 2001) che attiva un gruppo indipendente di chinasi della

CREB.

2.5 TRASCRIZIONE GENICA CREB-MEDIATA.

In assenza di stimolazione, la CREB, attraverso il CAD, che ¢ il suo dominio di attivazione
costitutivo, assembla il macchinario per la trascrizione basale (fig.7). Al momento della
stimolazione ¢ fosforilazione della Ser-133 della CREB, la CBP ¢ reclutata dalla CREB, cosi
come la sequenza CRE nel promotore. Il reclutamento di questo coattivatore serve almeno
per due importanti funzioni. Primo, la CBP ha la capacita di legare i componenti base della
trascrizione, ed inoltre si pensa che stabilizzi il complesso pre-inizio che si forma al
promotore (Kwok RP, Nuclear protein CBP is a coactivator for the transcription factor
CREB,., 1994)(Kwok et al., 1994; Nakajima et al., 1997; Swope et al., 1996). Secondo, CBP,
attraverso Dattivitd endogena HAT (Bannister e Kouzarides, 1996), acetila istoni per
facilitare il non arrotolamento della cromatina e, a turno, incrementa 1’accessibilita alla
cromatina locale da parte del complesso trascrizionale. Attraverso queste due funzioni, si
ritiene che la CBP incrementi ’attivita trascrizionale del complesso nucleare della CREB e
di conseguenza incrementi l’attivita del promotore del CRE attraverso un meccanismo

stimolo-dipendente.
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Fig.7. La fosforilazione della Ser-133 della CREB e modificazioni addizionali sia della

CREB che della CBP controllano la trascrizione genica CREB dipendente (da Lonze e

Ginty, 2002).

2.6 I FATTORI DI CRESCITA E LA CREB

Gli esempi precedenti illustrano 1 modi in cui un singolo stimolo, come il glutammato, puo

attivare piu di una chinasi della CREB attivando vie di segnale parallele. Come il

glutammato, 1 fattori di crescita neuronali sembrano capaci di scatenare vie parallele dirette

dalla fosforilazione della CREB attraverso I’attivazione di un singolo recettore (Bonni et al.,

1995; Finkbeiner et al., 1997; Ginty et al., 1994). Molti fattori di crescita, incluse le

neurotrofine, ed in particolar modo il BDNF, comunicano attraverso un recettore tirosina

chinasi che, ¢ in grado di attivare diverse cascate di segnali (Patapoutian A, 2001; Sofroniew

MV, 2001).
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2.7 CREB, cAMP E FOSFODIESTERASI TIPO IV

Com’¢ stato detto sopra, la fosforilazione della CREB Ser-133 rappresenta 1’evento centrale
dell’attivazione della CREB (Gonzalez e Montminy, 1989). La chinasi responsabile di
questa attivazione della fosforilazione ¢ la PKA, una protein chinasi cAMP dipendente
(Gonzalez e Montminy, 1989). La sintesi e la degradazione dei nucleotidi ciclici, quali
cAMP e cGMP, sono dei meccanismi altamente controllati. Questi processi coinvolgono una
regolazione a feedback, una modulazione attraverso dei secondi messaggeri ed una
compartimentalizzazione intracellulare. I1 cAMP ¢ sintetizzato da una adenil-ciclasi:
I’attivazione di questa ciclasi, dopo stimolazione di un recettore specifico di membrana, o
dopo aumento della concentrazione del calcio intracellulare, risulta in un accumulo del
nucleotide ciclico in microdomini cellulari. Da questi microcompartimenti il segnale
extracellulare viene trasferito dal cAMP a proteine effettrici; la piu importante ¢ la PKA.
Una volta attivata la PKA porta alla fosforilazione di enzimi o fattori di trascrizione, come la
CREB, che a loro volta attivano una cascata di eventi cellulari che rappresentano la risposta
agli stimoli esterni. La famiglia delle fosfodiesterasi (PDEs) ha un ruolo chiave nella
regolazione temporale e spaziale di questi microdomini (Houslay MD, 2003; Baillie GS,
2005 ). La PDE4 ¢ la principale famiglia delle fosfodiesetrasi coinvolte nella degradazione
ed inattivazione dell’cAMP che porta, quindi, ad un’interruzione della trasmissione del
segnale intracellulare (Houslay MD, 2003). Diversi studi hanno dimostrato che ’inibizione
delle PDE4 hanno effetti terapeutici in molti patologie neurodegenerative (Houslay MD S.
P., 2005 ). Uno degli inibitori piu studiati ¢ il rolipram. L’inibizione della PDE4 porta ad un
aumento dell’cAMP, un aumento dell’attivazione delle PKA ¢ fosforilazione della CREB
(Rose GM, 2005). E stato dimostrato che il rolipram, attivando la via ¢cAMP/CREB, facilita
I’induzione della memoria a lungo termine nell’ippocampo (Barad M, 1998; Monti B, 2006).
E stato anche osservato che gli inibitori della PDE4 hanno effetti sugli stati depressivi

(O'Donnell JM, 2004), in questo caso 1’inibizione della PDE4 porta ad una iperespressione
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del BDNF (Monnet FP, 2005) e ad una stimolazione della neurogenesi nell’ippocampo.
Anche in questo caso I’aumento della produzione del BDNF pud essere ricondotto ad un

aumento dell’cAMP, della pCREB e sintesi del gene per il BDNF.

2.8 FUNZIONI GENERALI DELLA CREB

Negli organismi multicellulari, la capacita di una cellula di comunicare con I’ambiente che la
circonda ¢ fondamentale per assicurare che la funzione della cellula sia appropriata
all’interno dell’organismo stesso. E’ ben noto che i segnali extracellulari sono capaci di
promuovere drastici cambiamenti e di esercitare effetti durevoli quali la crescita, la
sopravvivenza, la morte, la proliferazione e differenziazione delle cellule.

Questi e altri processi cellulari sono per la maggior parte diretti da stimoli che inducono
cambiamenti nell’espressione genica. Questi stimoli esercitano i loro effetti attivando la
cascata dei segnali che dirigono 1’azione di fattori nucleari che a loro volta promuovono la
trascrizione all’interno del nucleo. Recentemente sono stati identificati numerosi fattori di
trascrizione implicati nel funzionamento di questi processi ed ¢ stato dimostrato che la
maggior parte delle funzioni fisiologiche sono controllate da neurotrasmettitori che agiscono
attivando sistemi di secondi messaggeri (cCAMP e PKA) che fosforilano la CREB (Nestler EJ
2001). La CREB ¢ attivata in risposta a vari stimoli fisiologici. La conseguenza immediata di
tale attivazione ¢ 1’inizio di una nuova trascrizione genica e I’attivazione di una serie di

risposte cellulari (fig. 8).
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Fig. 8. L’espressione genica CREB dipendente é critica per varie funzioni dello sviluppo del
sistema nervoso centrale (da Lonze e Ginty, 2002 ).

La CREB ¢ coinvolta nei processi di apprendimento, memoria e plasticita sinaptica. Infatti,
lo sviluppo di nuove connessioni sinaptiche nei meccanismi di potenziamento a lungo
termine richiede proteine di nuova sintesi e attivazione della trascrizione di geni CREB-
mediata (Kandel 2001). La CREB potrebbe avere un ruolo chiave come fattore di
neuroprotezione (Riccio A, 1999). L’importanza di questo fattore di trascrizione nella
sopravvivenza neuronale ¢ stata confermata da studi con topi transgenici, in cui ’ablazione
del gene che codifica per la CREB e del suo fattore modulatore CREM, porta ad una
progressiva e profonda neurodegenerazione del sistema nervoso centrale (Mantamadiotis,
2002). E stato anche osservato che 1’espressione di bcl-2, uno dei fattori anti-apoptotici che
viene attivato da un meccanismo CREB- mediato, ¢ maggiore nella fase post-ischmica
(Tanaka Y, 2000). Un’alterata attivita della CREB ¢ stata osservata anche in situazioni di
stress ossidativi in risposta a condizioni di ischemia cerebrale (Tanaka K, et al, 2000), in
condizioni di eccitotossicita da glutammato e in molte malattie neurodegenerative (il morbo

d’Alzheimer, la corea di Huntington). Cid suggerisce che 1’attivazione di un programma di
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sopravvivenza CREB-dipendente puo rappresentare una forma di difesa della cellula in

seguito a stimoli nocivi (Mabuchi T, 2001).

2.8.1 CREB e Sviluppo del Sistema Nervoso
All’interno del sistema nervoso, i fattori di crescita insieme ad altri stimoli regolano un vasto
range di processi, inclusa la proliferazione dei precursori neuronali e la crescita,
sopravvivenza, € connettivita sinaptica dei neuroni in crescita. Molti, ma non tutti, gli stimoli
che contribuiscono a questi processi hanno anche la capacita di influenzare 1’espressione
genica nucleare. Partendo dall’osservazione che la fosforilazione della CREB e
I’espressione genica CRE-mediata si attivano in risposta a mitogeni, neurotrofine ¢ altri
fattori di crescita neuronali, sono state condotte delle ricerche sui possibili contributi di
questi fattori specifici negli eventi chiave dello sviluppo del sistema nervoso. Studi in vitro
nei quali i membri della famiglia della CREB sono stati inibiti hanno suggerito che
I’espressione genica CREB-mediata ¢ necessaria e sufficiente per la sopravvivenza di vari
tipi di neuroni. (Riccio A, 1999; Walton M, 1999). Ulteriori ricerche che utilizzavano topi
transgenici per la CREB (Rudolph D, 1998) hanno rafforzato questi risultati ed hanno
dimostrato che la CREB ¢ necessaria per permettere la sopravvivenza dei neuroni sensori
DRG in vivo e dei neuroni simpatetici in vitro (Lonze BE, 2002). La CREB attiva la
trascrizione di alcuni fattori che permettono la sopravvivenza cellulare, come bcl-2 (Riccio

et al., 1999).

2.8.2 La CREB nell’Apprendimento, nella Memoria e nNella Plasticita’ Sinaptica

I primi studi comportamentali sull’apprendimento e memoria a lungo termine hanno rivelato
la necessita della CREB per la sintesi di nuove proteine, per la trascrizione genica, e per
cambiamenti a lungo termine della plasticita sinaptica (Silva AJ, 1998)(Kandel, 2001) .
Infatti, la fosforilazione della CREB e I’espressione genica della CRE ¢ stata osservata nei

neuroni corticali durante lo sviluppo della plasticita (Pham TA, 1999), nei neuroni
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ippocampali in risposta agli stimoli indotti dalla long term potentiation (LTP) e durante i
processi di formazione della memoria (Davis S, 2000; Stanciu M, 2001; Taubenfeld SM,
2001). I primi topi utilizzati per studi comportamentali presentavano una mutazione
ipomorfica nel gene della CREB (Hummler et al., 1994). I primi studi fatti utilizzando questi
topi mostrano la presenza di difetti nella memoria spaziale, e nell’LTP ippocampale,
suggerendo che la CREB ¢ necessaria per la memoria a lungo termine (Bourtchuladze et al.,

1994).

2.8.3 CREB nella Neuroprotezione e nella Malattia

La CREB ¢ attivata non solo in risposta a stimoli che favoriscono la crescita e la
sopravvivenza cellulare, ma anche in risposta a stimoli di stress (Deak et al., 1998; Iordanov
et al., 1997; Tane et al., 1996; Wiggin et al., 2002). Nei neuroni infatti, la CREB ¢ fosforilata
in condizioni di ipossia e di stress ossidativi, suggerendo che I’attivazione dei sistemi di
sopravvivenza CREB-dipendenti in risposta a stimoli nocivi rappresenta una forma cellulare
di difesa, suggerendo dunque che la CREB ha un ruolo neuroprotettivo.

Nei modelli animali, gli insulti ischemici sono capaci sia di fosforilare la CREB, (Hu et al.,
1999; Mabuchi et al., 2001; Tanaka et al., 2000; Walton et al., 1999) sia di indurre
I’espressione genica CRE-mediata (Mabuchi et al., 2001) nei neuroni. L’importanza
funzionale dell’attivazione della CREB in risposta allo stress ¢ sottolineata dall’osservazione
che, in alcuni tipi di cellule, la differente suscettibilita alla morte cellulare dovuta all’ipossia
si adatta con la capacita di permettere la fosforilazione della CREB. Nell’ippocampo, un’
ischemia temporanea produce una fosforilazione della CREB nei neuroni CAl, che risulta
invece prolungata nei neuroni del giro dentato. Mentre i neuroni CA1 degenerano fortemente
in seguito ad insulto ischemico, i neuroni del giro dentato sono sostanzialmente conservati,
quindi ci sono ragioni per credere che la neuroprotezione nel giro dentato sia dovuta
all’attivazione di processi CREB-dipendenti. Questa neuroprotezione sembra richiedere

I’espressione genica CREB-dipendente. Inoltre, nelle cellule PC12, I’ipossia induce
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I’espressione di bel-2, un gene CREB-dipendente il cui prodotto ¢ un fattore che stimola la
sopravvivenza cellulare (Freeland K et al., 2001)e nei neuroni in cultura bcl-2 risulta
sovraespresso nelle cellule che resistono agli stimoli dannosi (Mabuchi et al., 2001). Queste
osservazioni suggeriscono un modello dove gli insulti sono capaci di scatenare due segnali
paralleli, uno che codifica la natura della lesione e un secondo, che essendo deficitario, attiva
un meccanismo diretto dalla CREB che stimola la sopravvivenza cellulare; cosi il destino di
una cellula puo essere determinato dalle forze relative di questi due segnali.

Dato che la CREB ha un ruolo centrale non solo nella sopravvivenza cellulare ma anche in
molti altri processi fisiologici, non ci si stupisce del fatto che interrompendo il
funzionamento della CREB si abbiano delle conseguenze molto gravi. Partendo
dall’osservazione che il mancato funzionamento della CREB nei topi ¢ letale (Rudolph et al.,
1998) si ritiene che la sua mancanza non sia compatibile con la vita. Sono descritte anche
alcune condizioni, dovute a disordini genetici, dove proteine che interagiscono con la CREB
sono difettive. In molti casi, il meccanismo con cui 1’interruzione della funzione della CREB
puo dare malattia ¢ poco conosciuto. Fanno eccezione un gruppo di malattie caratterizzate da
ampliamento della ripetizione di poliglutamine, tra le quali ¢ inclusa la corea di Huntington.
Recentemente ¢ stato osservato che i cofattori della CREB, CBP, P/CAF e TAF;130 hanno
un ruolo centrale nella fisiopatologia della corea di Huntington (reviewed in Dawson e
Ginty, 2002). Piu nello specifico, alcuni gruppi indipendentemente 1’uno dall’altro, hanno
osservato che la proteina huntingtina mutata per mezzo di tratti espansi di poliglutamina,
forma aggregati nucleari che contengono CBP (McCampbell A et al., 2000; Nucifora FC et
al., 2001; Steffan et al., 2001 ). Questa mancanza di CBP compromette presumibilmente la
trascrizione dei geni CBP, e puo direttamente contribuire alla morte neuronale associata con
HD. Tra le piu importanti prove in supporto a questa idea abbiamo la scoperta che la morte
cellulare, in seguito all’espressione di huntingtina mutata pud essere parzialmente bloccata

dalla sovraespressione di CBP (Nucifora et al., 2001). Cosi I’abilita della CBP di interagire
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con i suoi vari fattori di trascrizione, inclusa la CREB, sembra essere richiesta per la
sopravvivenza neuronale in alcune condizioni. Inoltre, gli effetti della CBP che determinano
sopravvivenza possono dipendere anche dalla sua attivita di acetiltrasferasi istonica (HAT),
con cui probabilmente modifica la cromatina locale e permette alla macchina trascrizionale
di base di accedere al promotore (Bannister ¢ Kouzarides et al.,1996). A sostegno di questa
possibilita, un recente lavoro ha dimostrato che gli inibitori della deacetilasi istonica possono
ridurre la morte cellulare dovuta all’espressione di proteine poliglutamina espanse
(McCampbell et al., 2001; Steffan et al., 2001).

Queste ricerche suggeriscono che I’interruzione della funzione della CBP ¢ uno dei
meccanismi centrali della patologia da ripetizioni di poliglutamina. Ma il CBP ¢ un
coattivatore trascrizionale specifico non soltanto della CREB, tuttavia il contributo dei
membri della famiglia della CREB, quando essi non sono funzionanti, nelle malattie
neurodegenerative non ¢ ancora chiaro. Inoltre, linee sperimentali che utilizzano analisi di
espressione genica hanno dato un ulteriore chiarimento sul ruolo potenziale della CREB in
questi disordini. Infatti recenti studi genetici sui topi hanno mostrato che la mancanza della
CREB e della CREM nel SNC dopo la nascita produce una progressiva neurodegenerazione,
ma non in tutto il SNC (Mantamadiotis et al., 2002). Questo modello ¢ molto interessante
perché questo schema di perdita neuronale ¢ strettamente correlato con quello che si osserva
in molte malattie cliniche neurodegenerative, incluso HD. Questi sofisticati modelli genetici
serviranno probabilmente come potente mezzo per comprendere i modi con cui la CREB
supporta il mantenimento neuronale, e a delineare il ruolo dei fattori della famiglia CREB

nelle molte malattie nelle quali sono implicati.

35



2.8.4 La CREB nella Corea di Huntington

Il meccanismo attraverso il quale la mancata attivita della CREB puo portare ad uno stato
patologico ¢ poco conosciuto. Fanno eccezione il gruppo delle malattie associate ad una
espansione delle triplette CAG, tra cui la corea di Huntington (HD).

E’ stato dimostrato che gli eventi molecolari che portano allo stato patologico tipico della
corea di Huntington, coinvolgono direttamente la CREB e i fattori che intervengono nel
modulare la sua attivita come CBP, TAF;130 e Spl (Li & XJ, 2004; Dawson TM, 2002).
Diversi gruppi hanno trovato che la proteina huntingtina mutata forma degli aggregati
nucleari che contengono CBP (CREB-binding protein) (Nucifora et al,2001; Steffan et al,
2000), compromettendo I’attivita della CREB e la trascrizione dei geni ad essa associati.
Questi includono geni per la sintesi del BDNF e altri implicati nei processi che vanno dalla
neurotrasmissione al metabolismo del colesterolo (Bibb,JA et al, 2000). Nucifora e colleghi
hanno recentemente mostrato che 1’associazione della proteina huntingtina mutata con CBP
determina non solo un’alterata espresione genica ma anche tossicita cellulare (Jiang H.,
2006). La deplezione della CREB nel cervello puo causare una neurodegenerazione selettiva
nell’ippocampo e nello striato (Mantamadiotis, 2002). Una disfunzione dell’espressione
genica mediata da CBP e Spl ¢ stata osservata in modelli murini di HD (Luthi-Carter, 2002).
L’interazione dell’htt mutata con questi fattori di trascrizione pud avvenire a livello di
differenti siti legame. Molti fattori di trascrizione, CBP, TBP, TAF130 contengono un
dominio poly-Q (Nucifora FC, 2001; Steffan, 2001 ; Huang CC., 1998), per questo motivo
si pensa che il sito di interazione sia proprio questo tratto poliglutamminico. La CREB-
binding protein (CBP) ha anche un’attivita acetiltransferasica ed acetila gli istoni legati ai
nucleosomi, un processo essenziale per il rimodellamento della cromatina e I’attivazione
della trascrizione genica (Bannister, 1996). L htt mutata ¢ in grado di ridurre i livelli di istoni
acetilati perché in grado di interagire con i siti di acetilazione di HAT e CBP (Steffan, 2001 ;

MaCampbell, 2001). La somministrazione di inibitori della deacetilazione istonica (HDAC)
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sono in grado di migliorare la neurodegenerazione in modelli di malattie da triplette (Huges,
2002). Questa ipotesi ¢ stata dimostrata da molti studi preclinici in cui sono stati testati
molecole quali il sodio butirrato, un inibitore della deacetilazione istonica (Ferrante RJ.,

2003; Gardian, 2005; Minamiyama, 2004).
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LA NOSTRA RICERCA

Gli eventi molecolari che portano alla corea di Huntington coinvolgono direttamente la
CREB e i fattori che intervengono nel modulare la sua attivita (CBP, TAF;;130) (Dawson
and Gunty,2002). Questi fattori possono legarsi all’htt mutata ed essere sequestrati negli
aggregati nucleari (Nucifora et al,2001; Steffan et al, 2000), compromettendo I’attivita della
CREB e la trascrizione dei geni ad essa associati. Questi includono geni per la sintesi del
BDNF e altri implicati nei processi che vanno dalla neurotrasmissione al metabolismo del
colesterolo (Bibb et al, 2000). E stato dimostrato, in topi transgenici, che ’inibizione della
trascrizione genica mediata dalla CREB contribuisce alla patologia di huntington (Nucifora
et al., 2001; Luthi-Carter et al., 2000). Gines e colleghi hanno osservato che in condizioni
fisiologiche tutte le cellule esprimono CBP nel loro nucleo, in linee cellulari mutate per
I’HD, invece, solo il 18% della popolazione mostrava CREB-binding protein (Gines et al.,
2003).

Quindi, farmaci diretti ad impedire la perdita della funzione della CREB possono essere
considerate come un potente strumento per curare le malattie neurodegenerative come la
corea di Huntington. E’stato dimostrato che il rolipram, un inibitore della fosfodiesterasi tipo
IV (PDE4), incrementa la fosforilazione della CREB (Hosoi R, 2003; Jacob C, 2004; Lee
HT, 2004). E’ stato anche osservato che questo farmaco ha un effetto protettivo contro il
danno neuronale dato dall’ischemia (Block F, 1997), contro i problemi alla memoria dati
dall’embolia nei ratti (Nagakura A, 2002; Gong B, 2004) e piu recentemente ¢ stato
dimostrato che il rolipram ha un effetto neuroprotettivo in lesioni eccitotossiche (Block F L.
M., 2004). E noto che il differenziamento e la sopravvivenza dei neuroni striatali, e I’attivita
delle sinapsi corticostriatali, dipendono, anche,in modo specifico dal BDNF (Widmer HR,

1994 ; Alcantara S, 1997). L htt normale, stimola la produzione di BDNF, favorendo la
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trascrizione del gene per il BDNF .Viceversa, la proteina mutata perde questo effetto e
riduce anche la sua attivita su due degli altri elementi promotori (Zuccato C C. A., 2001).

Nel tentativo di capire le propieta che rendono alcuni sottotipi neuronali piu resistenti alla
Corea di Huntington, il primo obbiettivo di questa ricerca ¢ stato quello di determinare se la
diminuzione della CREB attiva (pCREB) coinvolge tutti i neuroni striatali o alcune
popolazioni cellulari piu vulnerabili all’HD. In questo modo la variazione dell’attivita della
CREB potra essere correlata alla diversa suscettibilita dei neuroni striatali nell’HD. Per
portare avanti questi studi sono stati utilizzati come modelli sperimentali ratti lesionati con
QA e topi transgenici R6/2. Avendo osservato che c’era una relazione tra la diversa
vulnerabilita dei neuroni e i differenti livelli di CREB nella sua forma attiva, il passo
successivo di questo studio ¢ stato quello di investigare se il rolipram, in grado di indurre un
incremento della fosforilazione della CREB, potesse essere un valido strumento per
combattere la degenerazione eccitossica striatale. In particolare, abbiamo cercato di
determinare se il rolipram, somministrato nei nostri modelli era capace di indurre un
risparmio dei neuroni striatali, da una parte, e un parallelo incremento dell’attivazione della

pCREB e del BDNF dall’altra.
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MATERIALI E METODI

Ratti maschi Wistar (Harlan, Italy) sono stati usati per questi studi. Gli animali pesavano
200-220 g quando sono state effettuate le procedure chirurgiche. Tutte le ricerche sono state
condotte in accordo con la Direttiva del Consiglio della Comunita Europea del 24 Novembre

1986 (86/609/EEC) e adottata dalla Fondazione Santa Lucia Animal Care e Use commitee.

3.1 LESIONE ECCITOTOSSICA E SOMMINISTRAZIONE DEL
FARMACO

I1 protocollo chirurgico da iniezione da Acido Quinolinico ¢ stato presentato in accordo alle
procedure descritte precedentemente (Fusco FR Z. C., 2003). In sintesi, 60 animali sono stati
profondamenente anestetizzati con un mix di ketamina (0.66 ml/Kg) e xilazina (0.16 ml/kg)
somministrata intraperitonealmente, e posizionati in un apparecchio stereotassico David
Korf Instruments (Tujunga, CA). A trenta animali ¢ stato somministrato QA (100mM;
Sigma, St Louis, MO, USA), in volume di 1 ul, che ¢ stato iniettato nello striato
dell’emisfero sinistro seguendo le seguenti coordinate: anteroposteriore, +0.7; medio-
laterale, —3.0; dorso-ventrale, —5.0mm. Trenta animali sono stati operati falsamente per
essere utilizzati come controllo. Dopo il lesionamento, gli animali sono stati alloggiati
separatamente con accesso libero a cibo ed acqua ad libitum fino ad 8 settimane per valutare
possibili cambiamenti dell’attivazione della CREB variabili con il tempo. Gli animali sono

stati divisi in tre gruppi di trattamento:

v" 20 animali sono stati trattati giornalmente con 1ml di rolipram, via intraperitoneale in

concentrazione 0.15 mg/kg,
v' 20 sono stati trattati con 1 ml di rolipram in concentrazione 1.5 mg/kg,

v" 20 animali come controllo.
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3.2 COLONIA DEI TOPI TRANSGENICI R6/2
I topi emizigoti R6/2 (B6CBA-tg(HDexon1)62Gpb/1j) esprimono 1’htt mutata e portano un

transgene per I’estremita 5° del gene umano per I’HD con un numero di triplette CAG che
varia da 115 a 159. Per il mantenimento della colonia ¢ stato utilizzato lo schema di
accoppiamento consigliato dai laboratori Jackson. In sintesi una femmina emizigote viene
fatta accoppiare con topi normali B6BAF1/J della linea CBA X C57BL/6 F,). La femmina
emizogote ¢ stata ottenuta da una femmina wt in cui ¢ stato trapianto 1’ovario portatore della
mutazione. Le coppie per il mantenimento della colonia sono state fornite dai laboratori
Jackson (Bar Harbor, ME). Tutte gli esperimenti sono stati condotti in accordo con le norme
vigenti in materia di trattamento degli animali di laboratorio stabilite dal Consiglio della
Comunita Europea del 24 Novembre 1986 (86/609/EEC) e adottata dalla Fondazione Santa
Lucia Animal Care e Use commitee. La prole venia svezzata all’eta di 22giorni e
genotipizzata mediante reazione di PCR eseguita secondo il protocollo modificato da
Mangiarini et al., (1996). All’inizio del trattamento giornaliero con il rolipram gli animali

avevano 1 mese di eta e venivano suddivisi in tre gruppi:
v R6/2 trattati con iniezioni intraperitoneali di soluzione fisiologica (0.9%).

v' R6/2 trattati con iniezioni intraperitoneali di rolipram (1.5 mg/kg/day) disciolto in

soluzione fisiologica.

v Topi wild-type trattati con soluzione fisiologica
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3.2.1 GENOTIPIZZAZIONE DELLA COLONIA R6/2

I topi della nostra colonia sono stati genotipizzati seguendo il protocollo fornito dai
laboratori della Jackson per distinguere gli animali con il transgene t'/t (R6/2) dagli animali
wild-type. La PCR ¢ stata eseguita utilizzandoi primer per il transgene(5’-CGG-
CTGAGGCAGCAGCGGCTGT-3’ e 5’-

GCAGCAGCAGCAGCAACAGCCGCCACCGCC-3°

Primer Sequences:

oIMR 1594 5’- CCg-CTC-AGG-TTC-TGC-TTT-TA-3’
oIMR1595 5’-GGC-TGA-GGA-AGC-TGA-GGA-G-3°
oIMR1596 5’-TGGAAGGACTTGAGGGACTC-3’

Questo protocollo permette di utilizzare due coppie di primers. La prima coppia (0IMR1594
e olMR1595) si lega alle estremita della regione del gene contenete le triplette CAG espanse
e da la possibilita di monitorare I’ampiezza del tratto CAG. Pertanto amplificheremo un
frammento genico di 284bp nel caso in cui il nostro allele contenga solo 21 copie di
CAG(wild.type), oppure un frammento di 611bp nel caso in cui il nostro allele contenga 130
triplette CAG (R6/2). La seconda coppia (0IMR1594 e oIMR1596) viene utilizzata per
verificare la presenza o assenza del transgene ma non fornisce informazioni sul numero delle

triplette, in questo caso amplificheremo un frammento di 170bp.
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Reaction Components Final Concentration total volume

10XAMBuftfer 1X S5ul
25mMMgCI12 2mM 2 ul
2.5mMdNTp 0.2mM 1 pul
20uMoIMR 1594 0.4uM 0.2 ul
20uMoIMR1595 0.4uM 0.2 ul
20uMoIMR 1596 0.4uM 0.2 ul
DMSO 1X 5ul
5U/ul Taq Pol. 0.025 U/l 0.4 ul
DNA(1 pul) 1 ul 1 ul
H20 QS to 12pl 34.2 ul

Reaction volume = 50 ul

Thermal Cycling Conditions:

94°C 3 min

94°C 30°’-35 times
58°C 1 min-35times
72°C 1 min-35 times
72°C 2 min

*DNA ¢ stato estratto dalle code di topo.

+/- +/- Wt

284 bp/611b 284bp/170bj 284bp

Dopo ’amplificazione con PCR, il prodotto di reazione ¢ stato fatto correre su gel agarosio

al 2%.
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3.3 IMMUNOISTOCHIMICA

I ratti lesionati con QA sono stati sacrificati ad intervalli di tempo variabili dalla lesione

(24h, 48h, 1 settimana, 2 settimane, 6 settimane).

I topi transgenici della linea R6/2 sono stati sacrificati considerando come punto di eutanasia
il momento in cui non erano piu in grado di girarsi su stessi una volta posizionati sul dorso (

in accordo con Stack e colleghi 2006).

Gli animali sono stati perfusi transcardialmente in profonda anestesia con 250-300 ml (60 ml
per i topi) di soluzione salina contenente 0.05 ml di eparina, seguita da una stessa quantita di
paraformaldeide al 4% in soluzione salina. I cervelli sono stati rimossi e postfissati overnight
a 4°C, crioprotetti in una soluzione di 10% di saccarosio e 20% di glicerolo in buffer fosfato
(PB) con sodio azide al 0,02% per 48h a 4°C (Fusco et al., 1999). I cervelli sono stati

congelati e tagliati con un microtomo, ottenendo sezioni seriate di 40 um di spessore.

Due effetti sono stati presi in considerazione in questo studio prima ed dopo il trattamento
con rolipram: (1) I’analisi dell’espressione del BDNF e (2) il livello dell’attivazione della

pCREB.

3.3.1 IMMUNOFLUORESCENZA PER L’ANALISI DELL’ATTIVAZIONE DELLA
CREB

L’analisi qualitativa e quantitativa del materiale processato per la forma fosforilata della

CREB ¢ stata circoscritta alla regione dello striato in entrambi i modelli sperimentali.

E’ stata utilizzata una immunofluorescenza a doppia marcatura per identificare I’intensita
della CREB attivata nei neuroni spiny di proiezione striatali e nelle diverse sottopopolazioni
di interneuroni . In sintesi, le sezioni sono state incubate con un cocktail di un anticorpo
contro la CREB con il residuo Ser-133 fosforilato(rabbit anti-fosfo-CREB, Upstate, NY) ed
ognuno dei seguenti marcatori cellulari specifici: anticorpo anti-calbindina-28kDa (mouse

anti-CALB, SIGMA, St.Louis, MO) per valutare ’espressione dei livelli di pCREB nei

44



neuroni di proiezione medium spiny; mouse anti-colinacetiltransferasi (ChAT; Chemicon)
per valutare 1’intensita della pCREB nei neuroni colinergici, mouse anti-ossido nitrico sintasi
(NOS, Sigma, St-Louis, MO) per studiare la distribuzione della pCREB negli interneuroni
somatostatinergici; mouse anti-PARV (Chemicon) per studiare i livelli di espressione della
CREB fosforilata nella sottopopolazione degli interneuroni striatali contenenti parvalbumina
ed infine mouse anti-CALR per valutare I’intensita della pCREB nei neuroni contenenti
calretinina. Tutti gli anticorpi sono stati diluiti 1:200 (eccetto la pCREB che ¢ stata utilizzata
1:300) in una soluzione 0.1M di buffer fosfato (PB) contenente Triton X 0,3% e 0.02 sodio
azide per 72h a +4°C. Dopo tre lavaggi di 15 minuti in PB, le sezioni sono state incubate con
un cocktail di un anticorpo secondario goat anti-rabbit Cy2-coniugato (per evidenziare la
pCRB con una fluorescenza verde) e un anticorpo secondario donkey anti-mouse Cy3-
coniugato (per la fluorescenza rossa degli altri marcatori), entrambi gli anticorpi secondari
fluorescenti (Jackson Immunoresearch, West Grove, PA, USA) sono stati incubati per 2 h a
temperatura ambiente. Il tessuto & stato montato su vetrini, e coperto con GEL-MOUNT™
ed esaminato con un microscopio a fluorescenza (Zeiss Axioscope 2) € un microscopio

confocale CLSM (Zeiss LSM510) utilizzato per acquisire tutte le immagini.

Per valutare I’intensita della immunomarcatura della fosfo-CREB, come misura indiretta
dell’attivazione della CREB, ¢ stata svolta una analisi di immagine dei neuroni

immunoreattivi alla CALB e agli altri marcatori tramite il software Zeiss LSM.

3.3.2 Quantificazione dell’espressione della CREB fosforilata

L’analisi quantitativa delle sezioni sottoposte a doppia immunofluorescenza ¢ stata eseguita
su immagini digitali acquisite con CLSM usando un obiettivo 40X. Sono state prese in
considerazione sezioni seriate, regolarmente distanziate tra di loro in modo da ricoprire tutta
I’estensione dello striato. In queste sezioni ’intensita ¢ stata calcolata in 250 neuroni

immunoreattivi alla CALB in un’area che circonda il sito di lesione nel caso dei ratti
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lesionati con QA, oppure, nei cervelli di topo, in sei aree microscopiche acquisite a 40x in

modo da ricoprire I’intera area striatale in senso medio-laterale e rostro-caudale.

I livelli di espressione della forma attiva della CREB sono stati ottenuti come misura
indiretta dell’intensita di fluorescenza della pCREB nei neuroni striatali utilizzando il
sistema di analisi d’immagine (Zeiss LSM software ) del microscopio confocale (CLSM).

L’intensita di fluorescenza veniva espressa in unita arbitrarie.

3.4 ANALISI DEL BDNF NEI NEURONI DI PROIEZIONE STRIATALE

In questo esperimento sono stati misurati i livelli di BDNF sui topi della linea trasngenica
R6/2 e nei ratti lesionati con QA e perfusi considerando solo due intervalli di tempo dopo la
lesione (2 e 8 settimane). Entrambi i gruppi sono stati trattati con rolipram. In un set di
esperimenti ¢ stata impiegata un’ immunofluorescenza a singola marcatura utilizzando un
anticorpo diretto contro fattori neurotrofici prodotti dal cervello (anti-mouse BDNF,
Immunological Sciences, Italy). Dopo una pre-incubazione con I’appropriato siero, le sezioni
sono state incubate con anticorpo Triton X 0.3% e 0.02 sodio azide per 72 h a +4°C.
Successivamente, le sezioni sono state lavate tre volte per 15 minuti in PB 0.1 M e poi
incubate con un anticorpo secondario anti-mouse cianina 2 (Cy2) per 2 h a temperatura
ambiente. Il tessuto & stato montato su vetrini, e coperti con GEL-MOUNT™ ed esaminati
con un microscopio a fluorescenza (Zeiss Axioscope 2), € un microscopio confocale (CLSM;
Zeiss LSM 510) ¢ stato utilizzato per acquisire le immagini. Per valutare 1’intensita
dell’immunomarcatura del BDNF, ¢ stata svolta un’analisi dell’immagine dei neuroni
immunoreattivi al BDNF utilizzando il software Zeiss LSM. L’intensita
dell’immunomarcatura del BDNF ¢ stata calcolata in 250 neuroni di proiezione in un’area
che circonda il sito di lesione. I neuroni immunoreattivi al BDNF sono stati studiati in
ognuna delle tre aree rostrocaudali delle sezioni sia nei ratti lesionati, sia nei ratti fintamente

operati per ogni time points.
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In un secondo set di esperimenti ¢ stata invece utilizzata una doppia marcatura, utilizzando
un protocollo precedentemente descritto (Fusco et al., 2003). Le sezioni, previa incubazione
con I’appropriato siero, sono state incubate con una miscela dell’anticorpo diretto contro
fattori neurotrofici prodotti dal cervello (anti-mouse BDNF, Immunological Sciences, Italy)
e ’anticorpo mouse anti-CALB-28kDA (Sigma, St Louis, MO) in una soluzione 0.1M di
buffer fosfato (PB) contenente Triton X 0,3% e 0.02 sodio azide per 72h a +4°C. Dopo tre
lavaggi di 15 minuti in PB, le sezioni sono state incubate con un cocktail di anticorpo
secondario goat anti-rabbit Cy2-coniugato (per evidenziare il BDNF con una fluorescenza
verde) e anticorpo secondario donkey anti-mouse Cy3-coniugato (per la fluorescenza rossa
della CALB), entrambi gli anticorpi secondari fluorescenti (Jackson Immunoresearch, West
Grove, PA, USA) sono stati incubati per 2 h a temperatura ambiente. Il tessuto ¢ stato
montato su vetrini, e coperto con GEL-MOUNT™ ed esaminato con un microscopio a
fluorescenza (Zeiss Axioscope 2), ¢ un CLSM (Zeiss LSM510) utilizzato per acquisire tutte
le immagini.

L’intensita di fluorescenza del BDNF ¢ stata stimata nei neuroni di proiezione CALB-
positivi. L’analisi ¢ stata effettuata su un campo microscopico di Imm quadrato su sezioni
seriate (una ogni tre sezioni in senso rostro caudale) per ognuno dei soggetti di ogni
gruppo.Tutte le immagini acquisite al confocale sono state analizzate utilizzando il software

Zeiss LSM.

3.5 ANALISI STATISTICA

I dati raccolti sono stati analizzati per comparare :

v i livelli di intensita della pCREB nei diversi tipi neuronali striatali nel modello

eccitotossico da lesione con QA e nei topi R6/2.

v' Teffetto del rolipram sull’attivazione della CREB e sull’espressione del BDNF nello

striato dei differenti gruppi lesionati con QA e nei topi transgenici R6/2.
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L’analisi statistica ¢ stata effettuata per ogni gruppo di esperimenti con un test incrociato
ANOVA seguito dal test HSD Turkey. I valori di P con meno di 0.05 di differenza sono stati

considerati statisticamente significativi.
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RISULTATI

4.1 ANALISI SEMIQUANTITATIVA DELLA PCREB NELMODELLO QA

I dati dello studio di doppia immunofluorescenza hanno evidenziato che i livelli basali di
pCREB, nei ratti controllo, sono significativamente piu alti nei neuroni di proiezione rispetto
agli interneuroni striatali (fig 4.1). Dall’analisi dell’andamento temporale della modulazione
dell’attivita della CREB nei ratti lesionati con acido quinolinico ¢ stato osservato che
I’intensita della CREB nella sua forma attiva aumentava in tutte le sottopopolazioni striatali
una settimana dopo la lesione (fig.4.4); a questo intervallo di tempo, nei neuroni di
proiezione 1 livelli di fosfo-CREB diminuiscono drasticamente e soltanto una piccola
percentuale di neuroni calbindina positivi contengono pCREB anche dopo 6 settimane dalla
lesione (fig.4.2) L’intensita dei livelli di CREB attivata diminuisce drasticamente nelle due
sottopopolazioni di interneuroni piu vulnerabili alla degenerazione, quelli contenenti
parvalbumina e quelli positivi alla calretinina (fig.4.2). E interessante notare, invece, che gli
interneuroni colinergici e somatostatinergici, 1 piu resistenti all’eccitotossicita da QA, sono
gli unici tipi neuronali che riuscivano a mantenere i livelli di pCREB stabili fino a sei
settimane dopo la I’induzione dell’eccitotossicita da QA. In questo caso ¢ stato osservato una
iniziale diminuzione della CREB attivata a 24h e 48h dopo la lesione, a questo punto i livelli
di fosfo-CREB raggiungevano un plateau che si manteneva costante fino a sei settimane
(fig.4.3). questi risultati mostravano anche che nello striato vi ¢ una modulazione

dell’espressione della CREB attivata tempo-dipendente.

4.2 EFFETTI DEL ROLIPRAM NEL MODELLO QA
Per studiare gli effetti del rolipram sull’espressione della CREB fosforilata e del BDNF nella

popolazione dei neuroni medium spiny, sono state utilizzate delle sezioni ottenute da ratti

lesionati con QA e trattati con rolipram per due e otto settimane dalla lesione.
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4.2.1 EFFETTI DEL ROLIPRAM SULLA FOSFORILAZIONE DELLA CREB NEI
RATTI LESIONATI

Dall’analisi delle immagini acquisite mediante confocale (CLSM) ¢ emerso che D’attivita
funzionale della CREB(calcolata come intensita di fluorescenza della pCREB) aumentava in
modo significativo nei neuroni di proiezione dello striato in entrambi i gruppi di ratti
lesionati, quelli trattati con 0.5mg/kg/day di rolipram e quelli che ne ricevevano
1.5mg/kg/day, comparati con i ratti QA lesionati e ai quali veniva somministrato solo della
soluzione fisiologica. Questo effetto era evidente ad entrambi i time points, anche se 1’effetto
sembrava essere piu significativo ad 8 settimane (fig.4.5). Infatti, il rolipram alla
concentrazione di 1.5 mg/kg/day mostrava un effetto maggiore sulla fosforilazione della
CREB a 8 settimane, con un incremento del 120% dell’intensita della pPCREB comparata con
quella del gruppo veicolo, mentre il rolipram somministrato alla concentrazione di 0.15
mg/kg portava ad un incremento della CREB pari al 112%. In sintesi, da questi studi ¢
emerso che il trattamento con rolipram riesce a portare i livelli della pCREB a valori simili

a quelli osservati nei ratti controllo(Fig 4.5 F,G).

4.2.2 EFFETTI DEL ROLIPRAM SULL’ESPRESSIONE DEL BDNF NEI RATTI
LESIONATI

[ dati raccolti da questi esperimenti mostravano che il rolipram non influenzava
significativamente i livelli di BDNF nello striato di ratti QA lesionati. In particolare, due
settimane dopo la lesione i livelli di BDNF degli animali lesionati e trattati con soluzione
fisiologica erano comparabili con quelli osservati negli animali trattati con il rolipram ad
entrambe le concentrazioni(0.15mg/kg e 1.5mg/kg). L’espressione del BDNF restava

costante fino ad otto settimane dopo la lesione. Questi risultati sono riassunti nella fig 4.6.
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4.3 EFFETTI DEL ROLIPRAM NEL MODELLO MURINO R6/2

4.3.1 ANALISI SEMIQUANTITATIVA DELLA PCREB NEI TOPI R6/2 DOPO
TRATTAMENTO CON ROLIPRAM

Come mostrato in fig.4.7 dagli studi di doppia immunofluorescenza ¢ emerso che I’intensita
di fluorescenza della pCREB aumentava in modo significativo nei neuroni di proiezione
dello striato dei topi R6/2 trattati con soluzione fisiologica rispetto ai topi wild.type. Questo
dato conferma gli studi effettuati da Gines e colleghi (Gines et al., 2003) sull’attivita della
CREB nella corea di Huntington.

L’intensita della CREB nella sua forma attiva aumentava invece nei topi R6/2 in cui veniva
somministrato il rolipram alla concentrazione di 1.5mg/kg/day. Questo incremento era
significativamente piu alto se comparato con i livelli di CREB osservati sia in topi R6/2 non

trattati che in topi wild-type (fig.4.7 J).

4.3.2 ANALISI SEMIQUANTITATIVA DEL BDNF IN TOPI R6/2 DOPO
TRATTAMENTO CON ROLIPRAM

Studi precedenti hanno riportato che 1’espressione del BDNF diminuiva drasticamente sia in pazienti
affetti da HD che in modelli murini (Zuccato et al., 2001). La trascrizione del gene che codifica per il
BDNF dipende dall’attivita della CREB. Pertanto ¢ stato studiato se gli incrementi della forma attiva
di CREB portavano ad un aumento anche dei livelli di BDNF. Cosi com’era stato ipotizzato, nei topi
R6/2 trattati giornalmente con rolipram 1’espressione proteica di BDNF era aumentata
significativamente se comparata sia a quella osservata negli R6/2 che assumevano soluzione

fisiologica che nei topi wild-type(fig 4.8).
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DISCUSSIONE

5.1 ESPRESSIONE DELLA PCREB E DEL BDNF NEL MODELLO
ECCITOTOSSICO DA QA DOPO TRATTAMENTO CON ROLIPRAM

Studi precedenti hanno dimostrato una diminuita attivita della CREB in modelli animali per
I’HD (Sugars KL, 2004 ; Kazantsev A, 1999 ), compromettendo la trascrizione dei geni ad
essa associati (Shimohata T, 2000 ; Nucifora FC, 2001). Questi includono geni per la sintesi
del BDNF e altri implicati nei processi di sopravvivenza cellulare (Zuccato et al., 2001;
Sipione et al., 2002). Tanaka e colleghi hanno osservato che un iperespressione della pCREB
era correlata alla sopravvivenza cellulare (Tanaka et al., 2000). Le caratteristiche che
rendono le sottopopolazioni striatali differentemente suscettibili alla degenerazione nell’HD
¢ stato oggetto di diversi studi (Meade, 2002; Calabresi P, 2000 ). Questa ricerca mostra per
la prima volta un pattern dell’attivazione della CREB differente in ogni popolazione
striatale dopo lesione eccitotossica e permette di stabilire una diretta relazione tra 1’intensita
della CREB attivata e la diversa vulnerabilita dei neuroni striatali. Infatti questi studi
mostrano come I’intensitd della pCREB sia drasticamente diminuita nei neuroni di
proiezione dopo lesione da QA rispetto agli interneuroni. Questo effetto ¢ in relazione alla
loro maggiore vulnerabilita all’eccitotosscitd. Ad eccezione delle popolazioni
parvalbuminergiche e calretininegiche in cui ’attivazione della CREB era completamente
assente a sei settimane dalla lesione, le altre due popolazioni di interneuroni striatali, i
colinergici e i somatostatinergici, mostravano livelli di CREB fosforilata costante fino a sei
settimane. La selettiva resistenza degli interneuroni colinergici e parvalbuminergici sarebbe
correlata al loro contenuto e alla loro capacita di indurre e mantenere attivo il fattore di
trascrizione CREB. E interessante notare che i neuroni colinergici non solo sono quelli piu

resistenti alla degenerazione nell’HD e dopo lesione eccitotossica, ma sono anche quelli piu
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ricchi di htt normale. Al contrario, i neuroni contenenti parvalbumina sono quelli che hanno
quantita di htt normale piu basse (Fusco et al., 1999).

Nonostante sia stato ampiamente dimostrato che 1’effetto neuroprotettivo dell’htt normale sia
dovuto alla sua capacita di promuovere la produzione di BDNF nella corteccia (Zuccato et
al., 2001; Fusco et al., 2003), non si puo escludere la possibilita che I’htt giochi un ruolo
nell’attivare i meccanismi che permettono la fosforilazione della CREB nei neuroni striatali.
Un ulteriore aspetto interessante che ¢ emerso dal nostro lavoro ¢ I’effetto benefico del
rolipram sul quadro neuropatologico in entrambi i modelli sperimentali utilizzati.

Alla luce di questo, i nostri studi confermano ed espandono la letteratura esistente che
riguarda il rolipram e i suoi effetti sulla eccitotossicita e sull’inflammazione (Block et al.,
2001; Block et al., 2004). La novita introdotta dal nostro lavoro consiste nel fatto che il
nostro modello ¢ ’unico che simula la patologia striatale da HD in termini di degenerazione
o di risparmio dei differenti tipi di neuroni. Il modello utilizzato da Block e collaboratori, a
causa del dosaggio dell’acido quinolinico, non riproduce tale patologia.

Per mezzo di tecniche di immunoistochimica, noi abbiamo analizzato da un lato ’attivita
funzionale della CREB e dall’altro I’espressione a livello proteico del BDNF sulla patologia
HD-simulata, utilizzando ratti lesionati con QA e topi R6/2, in seguito a somministrazione
del rolipram. E stato precedentemente mostrato che I’inibizione della fosfodiesterasi-4
mediata dal rolipram ¢ capace di incrementare il livello della CREB attivata (Lee et al.,
2004).

Studi precedenti hanno mostrato che il rolipram ha un effetto protettivo contro il danno
neurale in seguito a ischemia globale e contro i difetti di memoria dovuti all’embolia
sperimentale nei ratti (Nagakura et al., 2002). Sono di certo dimostrate somiglianze
istologiche tra HD e ischemia cerebrale (Meade et al.,2000). Comunque i primi lavori di
Block e al., (2001) hanno mostrato che il rolipram ¢ capace di indurre una neuroprotezione

nel modello di eccitotossicita nel ratto ottenuta con un alto dosaggio di acido quinolinico.
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Dunque, i nostri dati sono in accordo non solo con questi articoli, ma aggiungono una
precisa e specifica visione dell’'uso del rolipram per la degenerazione da HD. Il rolipram
inoltre ¢ assodato essere efficace nella regolazione della fosforilazione della CREB nel
nostro modello di HD nel ratto (DeMarch Z, 2007). Tale scoperta conferma le precedenti
osservazioni in altri sistemi sperimentali (Cabranes A, 2005; Monti B, 2006).

La diminuizione dei livelli di cAMP ¢ stata dimostrata nella malattia di Huntington (Hebb
AL, 2004; Gines S, 2003; Lee HT, 2004). I1 cAMP intracellulare ¢ generato dall’adenilato
ciclasi, che ¢ regolata da proteine G associate con recettori di neurotrasmettitori presenti
sulla. membrana. I cAMP ¢ degradato dalle fosfodiesterasi, ¢ in particolare dalla
fosfodiesterasi 4 (PDE4) che ricopre un ruolo chiave nella regolazione neuronale dei livelli
di cAMP (Jacob et al., 2004; Nakagawa et al., 2002). Questo enzima ¢ la fosfodiesterasi piu
grande presente nel cervello ed ¢ stato visto essere abbondante nello striato (Cherry JA,
1999). Comunque, il rolipram incrementa i livelli di CREB attivata attraverso un
meccanismo mediato da una inibizione della PDE4.

I nostri risultati mostrano che, a 2 settimane, un effetto positivo sulla fosforilazione della
CREB si ottiene con basse concentrazioni di rolipram. Anche se sembra prematuro, questi
dati possono essere dovuti all’effetto simultaneo del farmaco sia su PDE4 che su ICER
(inducible cAMP early repressor), un inibitore endogeno della trascrizione mediata dalla
CRE (Cho et al., 2005). Questi effetti inibitori possono essere piu evidenti ad una
concentrazione piu alta di farmaco. A 8 settimane, comunque, si pud raggiungere un nuovo
equilibrio e si ottiene un’induzione permanente dell’attivazione della CREB.

Comunque, la discrepanza osservata a 2 settimane tra la riduzione delle dimensioni della
lesione e la bassa attivazione relativa della pCREB puo essere dovuta alla simultanea
attivazione di altri meccanismi di neuroprotezione. Un possibile meccanismo che puo ridurre
la tossicita striatale ¢ la modulazione che il rolipram effettua sul TNF e sulle interleuchine

(Block et al., 2001; Jimenez et al.,2001).
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Dato che il BDNF (brain-derivated neurotrophic factor) si riduce drammaticamente nell’HD
(Zuccato et al., 2001) e nel modello QA di malattia nel roditore (Fusco et al., 2003), e che il
rolipram invece ¢ capace di aumentarne i livelli, noi abbiamo studiato anche 1’espressione di
BDNF nei nostri animali trattati con il rolipram.
I nostri risultati hanno dimostrato che il rolipram non interferisce con i livelli di BDNF nello
striato. Questi risultati non sono inaspettati dato che ¢ noto che il BDNF striatale viene
sintetizzato nella corteccia e trasportato in via anteredograda nello striato (Zuccato et al.,
2001). Quindi, se la via corticostriatale ¢ interrotta da una degenerazione eccitotossica del
target, un cambiamento del livello del BDNF non avviene.
L’effetto del rolipram sull’attivita binding della CRE ¢ stata precedentemente studiata in un
modello di depressione sul ratto (Itoh T, 2004). Gli autori hanno descritto una non influenza
sull’attivita. CRE-binding nello striato in seguito a trattamento con solo rolipram, che puo
sembrare in conflitto con i nostri risultati. E’ peraltro noto che questi dati sono stati presi
dopo 10 giorni di trattamento con rolipram, e quindi 1’effetto cronico del farmaco poteva non
essere osservato.
In questo studio noi dimostriamo che gli effetti del rolipram sono benefici sulla
degenerazione striatale nel nostro modello da acido quinolinico, e che avviene un incremento
della fosforilazione della CREB a tutti i time points studiati in quelle cellule che sono piu
sensibili alla degenerazione (Giampa C, 2006).
Il rolipram ¢ un farmaco relativamente sicuro, i cui effetti collaterali includono riduzione di
appetito e perdita di peso (Fujimaki K, 2000; Nibuya M, 1996). I nostri studi chiariscono la
possibilita di utilizzare il rolipram come un potente mezzo per combattere I’HD.

5.2 ANALISI DEI LIVELLI DI pCREB E DI BDNF NEI TOPI Ré6/2DOPO

TRATTAMENTO CON ROLIPRAM

La diversa attivita della CREB e la diversa espressione del BDNF sono stati studiati anche

nel modello murino di HD, i topi R6/2. In questo modello ¢ stato inserito il transgene per
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I’htt mutata, in particolare la porzione 5’ terminale con un numero di ripetizioni di triplette
CAG di 150. E’ stato dimostrato che gli eventi molecolari che portano allo stato patologico
tipico della corea di Huntington, coinvolgono direttamente la CREB e i fattori che
intervengono nel modulare la sua attivita come CBP, TAF;130 e¢ Spl (Li & XJ,
2004)(Dawson and Gunty,2002). Diversi gruppi hanno trovato che la proteina huntingtina
mutata forma degli aggregati nucleari che possono sequestrare molti fattori o coattivari della
trascrizione genica quali ad esempio la CBP (CREB-binding protein) (Nucifora et al,2001;
Steffan et al, 2000), compromettendo 1’attivita della CREB e la trascrizione dei geni ad essa
associati. E stato anche dimostrato che I’htt mutata pud sopprimere 1’espressione di diversi
recettori perché in grado di inibire il legame della CREB ai siti promotori presenti sul gene
target (Chiang MC, 2005 ). E stato precedentemente detto che la trascrizione del gene che
codifica per il BDNF, la cui espressione diminuisce nei modelli sperimentali di HD, non solo
¢ regolata dall’htt ma ¢ sotto il controllo della CREB (Lonze BE, 2002). Il promotore III del
gene BDBF ha una sequenza che lega I’elemento CRE (Zuccato C C. E., 2007 ).

L’altro aspetto che ¢ emerso da questo studio ¢ stato 1’effetto benefico del rolipram anche in
topi R6/2. Questo composto ¢ capace di aumentare significativamente i livelli di CREB nei
neuroni striatali dei topi R6/2 e trattati con rolipram rispetto a quelli non trattati o ai topi
wild-type. Questi topi, al contrario di quanto avevamo osservato nei modelli QA,
mostravano anche degli aumenti significativi nei livelli di BDNF. Infatti , il BDNF viene
prodotto nella corteccia e trasportato in senso anterogrado allo striato (Altar CA, 1997 ;
Conner JM, 1997). Nel modello eccitotossico il sistema corticostriatale viene danneggiato ¢
questo potrebbe spiegare perché nello studio precedente non riuscivamo ad osservare degli
effetti significativi sull’espressione del BDNF. Nei topi R6/2 1’aumento dell’attivazione
della CREB potrebbe avere un ruolo chiave perché le connessioni anatomiche non sono

danneggiate.
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In conclusione, questo studio mostra per la prima volta gli effetti benefici del rolipram nei
modelli sperimentali per lo studio della corea di Huntington e questi effetti sono
principalmente correlati ad un aumento della fosforilazione della CREB nei neuroni di
proiezione striatale, i piu vulnerabili alla neurodegenerazione.  L’inibizione delle
fosofodiesterasi rappresenta quindi una valida strategia terapeutica per la Corea di

Huntington.
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IMMAGINI
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FIG 4.1 L’istogramma mostra i livelli di intensita (espressi in unitd arbitrarie) di CREB fosforilata
nella popolazione striatale di animali controllo. I livelli di pCREB nei neuroni di proiezioni positivi
alla CALB sono piu alti rispetto a quelli osservati negli interneuroni.
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FIG.4.2 Immagini di microscopia confocale relative all’analisi degli sperimenti di doppia
immunofluorescenza per la pCREB nei neuroni di proiezione e negli interneuroni parvalbuminergici
(PARV) e carletininergici (CARL). (A-B-C) immunolocalizzazione della pCREB nei neuroni CALB. (A)
la pCREB ¢ visualizzata in verde mediante marcatura con Cy2, (B) i neuroni CALB positivi sono
visualizzati in rosso mediante marcatura con Cy3, (C) immagine merged risultante dalla combinazione di
(A) e (B). In (D-E-F) immunostaining della pCREB nei neuroni paravalbuminergici. (D) la pCREB ¢
visualizzata in verde mediante marcatura con Cy2, (E) i neuroni PARV positivi sono visualizzati in rosso
mediante marcatura con Cy3, (F) immagine merged risultante dalla combinazione di (D) e (F). (G-H-I)
immunostaining della pCREB nei neuroni carletininergici. (D) la pCREB ¢ visualizzata in verde mediante
marcatura con Cy2, (E) i neuroni CARL positivi sono visualizzati in rosso mediante marcatura con Cy3,
(F) immagine merged risultante dalla combinazione di (H) e (I).

Gli istogrammi mostrano I’intensita della CREB attivata nei neuroni CALB positivi(J), PARV positivi
(K) e negli interneuroni CARL positivi di animali controllo e animali lesionati con QA a differenti
intervalli di tempo dalla lesione.

59




G pereb/nos H

mcontr
mQA

24h ' 48h Tweek 2weeks Gweeks

FIG.4.3 Immagini di microscopia confocale relative all’analisi
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degli sperimenti di doppia

immunofluorescenza per la pCREB e i due marcatori di interneuroni striatali NOS e ChAT. In (A-B-C)
I’immunostaining dell pPCREB ¢ comparato con quello della NOS. (A) la pCREB ¢ visualizzata in verde
mediante marcatura con Cy2, (B) i neuroni NOS positivi sono visualizzati in rosso mediante marcatura con
Cy3, (C) immagine merged risultante dalla combinazione di (A) e (B). In (D-E-F) I'immunostaining della
PCREB nei neuroni colinergici (ChAT). (D) la pCREB ¢ visualizzata in verde mediante marcatura con
Cy2, (E) i neuroni ChAT positivi sono visualizzati in rosso mediante marcatura con Cy3, (F) immagine
merged risultante dalla combinazione di (A) e (B). G-H Gli istogrammi mostrano come varia ’intensita
della CREB attivata nei neuroni nitrinergici (G) e colinergici (H) di animali controllo e animali lesionati

con QA a differenti intervalli di tempo dalla lesione.
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FIG 4.4 Questi grafici riassumo I’andamento temporale dell’attivita della CREB nei
neuroni di proiezione (A) e nei differenti tipi di interneuroni striatali (B) di animali
lesionati con QA. Si pud notare che le popolazioni degli interneuroni striatali piu
resistenti alla patologia, quelli colinercigi (ChAT) e quelli somatostatinergici (NOS),
riescono a mantenere i livelli di CREB attivata costanti ai diversi intervalli di tempo
dopo la lesione. Al contrario le sottopopolazioni piu vulnerabili perdono la pCREB gia
dopo le 2 settimane dalla lesione.
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FIG 4.5 (A-B-C-D) Immagini di microscopia confocale relative all’analisi degli sperimenti di doppia
immunofluorescenza per la pCREB e i neuroni di proiezione striatali (CALB). La pCREB ¢ visualizzata in
verde mediante marcatura con Cy2, i neuroni CALB positivi sono visualizzati in rosso mediante marcatura
con Cy3. L’immunofluorescenza ¢ stata eseguita in animali controllo (A), in animali lesionati con QA (B),
ed in animali lesionati e trattati con rolipram 1(0,15mg/kg/day) (C) e roliprma 2 (1,5 mg/kg/day) (D).

F-G Gli istogrammi mostrano 1’andamento temporale dell’intensita della CREB attivata nei neuroni di
proiezione striatale di animali controllo, animali lesionati con QA e animali lesionati e trattati con rolipram
1(0,15mg/kg/day) e roliprma 2(1,5 mg/kg/day) dopo 2 settimane (F) e 8 settimane (G) dalla lesione. Si puo
notare un aumento significativo dei livelli di pCREB negli animali trattati rispetto a quelli lesionati e non
trattati ad entrambi gli intervalli di tempo.
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FIG 4.6 Questi grafici mostrano I’intensita del BDNF negli animali controllo, in
quelli lesionati con QA, e negli animali trattati con il rolipram alle due
concentrazioni , ROI1 (0,15mg/kg/day), ROL 2 (1,5mg/kg/day). (A) Intensita del
BDNF 2 settimane dopo la lesione,(B) intensita del BDNF dopo 8 settimane dalla
lesione. Si puod notare che non vi sono delle differenze significative dei livelli di
BDNF prima e dopo il trattamento.
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FIG.4.7 Immagini, acquisite al microscopio confocale, di doppia immunofluorescenza per
la pCREB ¢ 1 neuroni di proiezione striatale calbindina positivi (CALB). (A-B-C)
Immunofluorescenza della pCREB ( visualizzata in verde mediante marcatura con Cy2) e la
CALB (visuahizzata in rosso mediante marcatura con Cy3) in topi normali di 12 settimane
di eta. (D-E-F) Doppia immunofluorescenza per la pCREB e la CALB in stnato di topi
R6/2 di 12 settimane. (G-H-1) immunofluorescenza della CREB nei neuroni di proiezione
striatali di topi R6/2 e trattati con rolipram (1,5 mg/kg/day). (j) L'istogramma descrive
I"andamento della CREB fosforilata (espressa n unita arbitrane) ner neuroni di proiezione di
topi normali, topi R6/2 trattai con soluzione fisiologica, e topi R6/2 trattati con rolipram.
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FIG.4.8 (A-I) Immagini acquisite al microscopio confocale di doppia immunofluorescenza per il
BDNF e i neuroni di proiezione striatale calbindina positivi (CALB). (A-B-C) Immunofluorescenza
della pCREB ( visualizzata in verde mediante marcatura con Cy2) e del BDNF (visualizzato in rosso
mediante marcatura con Cy3) in topi normali di 12 settimane. (D-E-F) Doppia immunofluorescenza
per la pCREB e BDNF in striato di topi R6/2 di 12 settimane. (G-H-I) immunofluorescenza della
CREB attivata nei neuroni di proiezione striatali di topi R6/2 e trattati con rolipram (1,5
mg/kg/day). (j) L’istogramma descrive 1’andamento dei livelli del fattore neurotrofico BDNF
(espressi n unita arbitrarie) nei neuroni di proiezione di topi normali, topi R6/2 trattai con soluzione
fisiologica, e topi R6/2 trattati con rolipram.




APPENDICE A - MODELLI ANIMALI DI COREA DI
HUNTINGTON

I1 reperimento e il trattamento di materiale autoptico umano ha creato per molto tempo ovvie
difficolta nello studio della HD. Nell’ultimo decennio, tuttavia, si € potuta superare questa
difficolta grazie allo sviluppo di modelli cellulari ed animali, che riproducono alcuni aspetti
neuropatologici e morfologici della malattia.

I modelli animali, in particolar modo, permettono sia lo studio di cambiamenti morfologici
di cellule colpite dalla malattia, sia di saggiare in vivo I’effetto di nuovi farmaci, aprendo
nuove strade su possibili terapie.

Numerosi sono i modelli prodotti in laboratorio, ma i piu utilizzati sono quelli murini.

RATTO: MODELLI CHIRURGICI
MODELLO CHIRURGICO DA LESIONI ECCITOTOSSICHE

La teoria da eccitotossicita come meccanismo coinvolto nel’HD ¢ emersa negli ultimi
decenni dall’osservazione che iniezioni di amminoacidi eccitatori nello striato di ratti e
primati portavano alla deplezione neuronale e la fenotipo neurologico tipico dell’HD. I primi
studi iniziarono nel 1976 con iniezionii di kainato, un agonista del glutammato non-NMDA
(McGeer 1976). Cid nonostante, non riproduceva perfettamente 1’istopatologia che si
osservava nell’HD, questo portava a neurodegerazione dei neuroni di proiezione ma non
proteggeva gli internuroni, che invece andavano incontro a morte (K. N. Beal MF
1986)McGeer, 1976; Beal MF, 1986). Al contrario, iniezioni intrastriatali di agonisti del
glutammato NMDA-dipendenti, come 1’acido chinolinico (QA), erano in grado di dare una
degenerazione preferenziale dei neuroni GABAergici con un relativo risparmio degli
interneuroni contenenti acetilcolina transferasi(ChAT).

L’eccitotossicita da QA induce morte neuronale mediata da apoptosi(38 vedi review Wang).

Liang e colleghi, dopo attente osservazioni su ratti iniettati con QA, dimostrarono che c’era
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una relazione tra la vulnerabilita selettiva dei MSNs e 1 livelli di espressione di alcune
proteine regolatrici dell’apoptosi, quali BcL-2, p53 e c-Myc (Liang 2005).

Gli agonisti del recettore NMDA come QA danno il pattern piu simile alla lesione striatale
che avviene nell’HD. La lesione da QA, che ¢ diventato un modello animale ampiamente
usato per HD, determina una forte perdita di neuroni di proiezione striatali ¢ un risparmio
relativo degli interneuroni ChAT (Schwarcz R 1983)Beal et al., 1986; Qin et al., 1992;
Ferrante et al.,1993). I neuroni NADPH invece contengono somatostatina (SOM) e
neuropeptide Y (NPY), e entrambi resistono alla lesione da HD e QA (Beal et al., 1986; Qin
et al., 1992; Ferrante et al.,1993). L’enkefalina e la sostanza P, che si trovano nei neuroni di
proiezione GABAergici, decrementano entrambe in seguito a lesione da QA (Beal et al.,
1986; (Qin Y 1992, Ferrante RJ 1993). Gli interneuroni striatali parvalbuminergici che
contengono CBP (proteina legante calcio) degenrano in seguito a lesione da QA, mentre gli
interneuroni calretinina sono relativamente conservati (Waldvogel HJ 1991, Alexi T 1997).
La presenza della calbindina nella maggior parte dei neuroni di proiezione striatali
GABAergici non sembra conferire a questi protezione dalla degenerazione striatale dovuta a
lesione da QA (Waldvogel et al., 1991; Alexi et al., 1997; Hughes et al., 1999), al contrario
dei neuroni calbindina della sostanza nera che sono abbastanza resistenti alla lesione (Lavoie
e Parent, 1991; German et al., 1992; Iacopino et al., 1992; Alexi e Hefti, 1996). Come
nell’HD, la lesione da QA porta a marcata gliosi, evidente anche un anno dopo la lesione
(Bjorklund et al., 1986). Nel modello animale QA ¢ riprodotta la perdita dei recettori
GABAA nello striato HD post mortem e 1’ incremento nel globo pallido (Faull et al., 1993).
Comunque, anche la sostanza nera, un’altra area target striatale, mostra un incremento dei
recettori GABA, (Nicholson LF 1995) Quindi, la lesione con QA riproduce molto da vicino
la neuropatologia e i cambi di recettore trovati nell’HD. La maggior parte della morte
neuronale si osserva nei primi 3 giorni. Questo ¢ stato osservato mediante I’applicazione del

TUNEL che marca sia i neuroni apoptotici che quelli necrotici e grazie all’elettroforesi che
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permette di fare una distinzione tra i due tipi di neuroni (Nakai M 1999, Portera-Cailliau C
1995). La degenerazione dello striato varia nel tempo fino a raggiungere il massimo
decremento a sette giorni dalla lesione (Bazzett TJ 1994). Il QA pud produrre iperattivita
notturna nei ratti, ¢ questo quindi pud essere considerato nei roditori, 1’equivalente della

corea (F. R. Bazzett TJ 1996)(Bazzett et al., 1996).

MODELLO DA SOMMINISTRAZIONE INTRAMUSCOLARE DI ACIDO 3
NITROPROPIONICO

E’ stato dimostrato che iniezioni ripetute intramuscolari di acido 3 nitropropionico (3-NP)
una tossina mitocondriale capace di attraversare rapidamente la barriere ematoencefalica, in
molte specie di ratti, topi e scimmie riproducono il pattern istopatologico tipico dell’ HD.
Nelle scimmie trattate con 3-NP, si possono osservare dei movimenti spontanei anormali che
assomigliano alla discinesia delle braccia e alla distonia delle gambe dei pazienti HD.

II 3-NP, somministrata in dose adeguata e per un periodo di tempo limitato, ¢ una
neurotossina selettiva striatale nei roditori (Beal et al., 1993; Brouillet et al., 1993). Gli
effetti selettivi del 3-NP per alcune regioni del cervello sono probabilmente dovuti all’alto
tasso metabolico nelle aree colpite o all’alta espressione di recettori NMDA. E’ stato
proposto che la neurotossicita selettiva striatale del 3-NP sia causata da un
malfunzionamento della barriera ematoencefalica e dalla conseguente emorragia
intracerebrale (Nishino et al., 1995; Shimano et al., 1995). Inoltre, ¢ stato osservato,
mediante tecniche immunoistochimiche, un risparmio di fibre tirosina idrossilasi sia nelle
lesioni tipo I, che tipo II e lungo i perimetri delle lesioni di tipo III (Bossi et al., 1993). Molti
studi sono stati ampiamente descritti sulla neurodegenerazione associata al 3-NP e sulla sua
utilita come modello HD, ma le descrizioni dei sintomi comportamentali prodotti dal 3-NP

SOno ancora poche.
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MODELLI GENETICI

Da quando ¢ stato scoperto il gene mutato che causa ’HD, un passo importante nella ricerca
di questa patologia ¢ stato lo sviluppo di diversi modelli genetici murini che esprimono tale
mutazione. Questi modelli animali sono indispensabili perché permettono di poter studiare
I’istopatologia e i meccanismi molecolari della patologia anche nelle sue prime fasi (Zuccato
C., 2005).

Gli animali transgenici sono utili per ’inserzione di geni con un numero di triplette variabili,
che potranno in questo modo esprimere un’htt mutata con un tratto poly-Q di diversa
lunghezza. Questi modelli, avendo una vita media relativamente breve, sono indispensabili
perché danno I’opportunita di poter testare gli effetti di diversi farmaci in maniera rapida,
permettendo di poter fare uno screening in tempi brevi dei diversi composti che se testati
nell’'uvomo richiederebbero molti anni. Sono tre i1 principali gruppi di ricerca che hanno
prodotto modelli transgenici: Mangiarini, Reddy, Hogdson,. Questi differiscono tra loro per
il decorso clinico della malattia e per 1’eta d’insorgenza dei sintomi.

I modelli genetici murini possono essere divisi in: topi transgenici, topi knock-in, topi

knock-out e topi transfettati mediante virus

TOPI TRANSGENICI

TOPI TRANSGENICI CONTENENTI FRAMMENTI DI Htt

Topi appartenenti alle linee transgeniche R6 sono stati prodotti introducendo nella blastocisti
di topo, cellule embrionali staminali in precedenza transfettate con un frammento genomico
di 2 Kb, contenente il primo esone del gene umano dell’huntingtina con un numero di
triplette CAG che varia da 141 a 157(Mangiarini et al., 1996). Sono state stabilizzate sei
linee di cui quattro contengono un tratto espanso di triplette CAG superiore a quello

associato all’HD e che vengono definiti R6/1 (CAG);;5, R6/2 (CAG) 145, R6/5 (CAG)135.156,
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R6/0 (CAG)4. le altre due linee costituiscono controlli che non sviluppano la malattia
poiche esprimono I’N-terminale dell’huntingtina con sole 18 glutammine.

I modelli R6/1, R6/2, R6/5, riproducono il fenotipo dell’HD sviluppando le caratteristiche
cliniche della malattia, ma differenziandosi 1’'uno dall’altro per 1’eta di insorgenza dei
sintomi (diversa ¢ la lunghezza del tratto poli-Q espresso in ognuno dei modelli). La linea
R6/0 non sviluppa invece alcun sintomo nonostante il numero di triplette CAG ripetute sia
patologico (cid ¢ correlato all’inattivazione del transgene probabilmente a causa del sito
d’integrazione).

Nelle due linee piu utilizzate la R6/1 ha un’eta d’insorgenza attorno al quarto/quinto mese di
eta, mentre la R6/2 manifesta i primi sintomi dopo 2 mesi. Le caratteristiche cliniche sono
state ben definite in queste due linee transgeniche: i disordini motori includono un’andatura
irregolare, movimenti stereotipati e la tendenza a retrarre gli arti quando sospesi per la coda
(“feet-clasping”™). Le disfunzioni motorie, sono simili a quelle dell’HD umana: movimenti di
tipo coreico e mancanza di coordinazione, manifestazioni cliniche che peggiorano nel tempo.
I topi R6/2 oltre ai sintomi motori, presentano progressiva perdita di peso (fino al 30% in
meno rispetto ai controlli) di tono muscolare (Carter RJ 1999), diabete mellito ¢ non
sopravvivono oltre le 12 settimane. Anche la massa cerebrale mostra una progressiva
diminuizione, a partire dalla sesta settimana postnatale (Davies SW 1997)(Davies et al.,
1997). Aggregati simili a quelli osservati del cervello umano (DiFiglia et al., 1997; Becher et
al., 1998; Gourkfinkel-An et al., 1998) sono stati identificati per la prima volta sotto forma di
inclusi intranucleari (neuronal intranuclear inclusion, NII) nelle linee N-171-82Q (C. Ross
1997, Hersch 2004). Questa scoperta portd per la prima volta ad ipotizzare che la
degenerazione e il fenotipo patologico associato alla corea, fosse una conseguenza di una
disfunzione delle cellule che esprimevano I’htt mutata e gli aggregati nucleari e

citoplasmatici.
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Gli NII contengono sia huntingtina che ubiquitina, possono quindi essere localizzati al
microscopio ottico con tecniche di immunoistochimica. Nei topi R6/2 appaiono gia prima
della quarta settimana nella corteccia e nell’ippocampo, mentre solo in casi isolati si
riscontrano anche inclusi extranucleari (piu frequenti invece nelle linee R6/1 e R6/5)
(DiFiglia et al., 1997). Piu recentemente sono stati identificati aggregati dendritici; questi
sono piu piccoli degli NII e sono localizzati soprattutto nella corteccia e nello striato (Li et
al.,1999; Meade et al.,2002). Inoltre, NII sono stati identificati anche in altri tessuti: in
cellule cardiache, negli epatociti, e nelle isole di Langerhans (Sathasivam et al., 1999).

Un’analisi neuropatologica di sezioni seriate di cervelli di topi R6/2 ha mostrato che a 12
settimane non vi ¢ evidente morte neuronale, ma che a partire dalla quattordicesima
settimana sviluppano caratteristiche neurodegenerative soprattutto nella corteccia anteriore,
nello striato dorsale e nelle cellule del Purkinje del cervelletto. Altra caratteristica della linea
R6/2 ¢ la presenza occasionale di inclusi in astrociti, oligodendrociti e microglia (glial

intranuclear inclusions, GII) (Papp MI 1994, Spillantini MG 1998).

TOPI TRANSGENICI CHE ESPRIMONO L’INTERO GENE IT15

In questo modello si ha I’espressione dell’intero gene umano IT15 mutato per I’huntingtina.
Sono state prodotte tre linee che si differenziano per la lunghezza del tratto poly-Q. In questi
topi la trascrizione del gene ¢ sotto il controllo del promotore del citomegalovirus e
dell’enhancer di SV40, cosi da consentire elevati livelli d’espressione della proteina (Reddy,
1998). 1l tratto poliglutamminico varia da 48 a 89 triplette, e le inclusioni sono rare
(Goldberg 1996). In questi modelli si ¢ analizzata 1’espressione della proteina grazie
all’utilizzo di anticorpi diretti contro la porzione N-terminale dell’huntingtina, che ¢ risultata
simile a quella dell’huntingtina endogena (Wood et al., 1996).

A livello comportamentale si riscontra una generale iperattivita che inizia a 20 settimane e si

protrae fino alla 44esima settimana; ma a partire proprio da quest’ultima i topi diventano
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meno attivi e meno attenti. Inoltre, negli omozigoti le manifestazioni della malattia si hanno
con otto settimane d’anticipo rispetto agli eterozigoti.

Analisi istologiche hanno evidenziato la presenza di degenerazione in prevalenza nello
stadio finale della malattia. Si ¢ dimostrata, inoltre, un’astrocitosi reattiva (con anticorpi anti
GFAP, proteina espressa nel citoplasma degli astrociti. Si ha perdita dei neuroni della
corteccia,e presenza di aggregati (NII e perinucleari) soprattutto in neuroni dello striato e
della corteccia cerebrale (Reddy et al.,1998).

TOPI KNOCK-IN

Questi modelli riproducono in maniera fedele la patologia umana. In questo caso si inserisce
un frammento con le triplette CAG espanse nell’appropriato genoma murino, e I’espressione
del gene ¢ controllato da un promotore endogeno Hdh. Gli omozigoti knock-in sviluppano
precocemente cambiamenti comportamentali, ancora prima che si possano evidenziare i
cambiamenti neuropatologici. Una caratteristica fondamentale ¢ il lento decorso della
patologia, questo permette uno studio piu dettagliato dei meccanismi patologici (KirKwood
2001). Il modello knock.in con un numero di triplette di 72-80 mostra un comportamento
aggressivo, aggregati di neuropilo, ma non si evidenzia ne gliosi ne morte neuronale (Lin,
2001; Shelbourne, 1999). Quelli con un tratto poliglutamminico formato da 111 ripetizioni
sviluppano una neuropatologia selettiva per lo striato, comparsa dell’intera proteina mutata
nel nucleo dei neuroni striatali, formazioni di inclusioni N-terminali e conseguente aggregati
insolubili. Tuttavia questi topi non mostrano alterazioni del fenotipo comportamentale

(Wheeler VC., 2002).

TOPI KNOCK-OUT

Nei topi Knock-out il gene che codifica per I’htt viene bloccato. E stato osservato che i topi
omozigoti e knock-out morivano precocemente, quando ancora embrioni. Questo indicava
che I’htt aveva un ruolo importante nello sviluppo embrionale. Tuttavia ¢ stato anche

dimostrato che I’mhtt pud migliorare il fenotipo knock-out indicando in questo modo che
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I’effetto della mutazione non ¢ principalmente dovuto ad una perdita di funzione della

proteina. (Duyao, 1995 ; Nasir J., 1995; Zeitlin, 1995; White, 1997).

MODELLI ANIMALI CON FRAMMENTI POLY-Q INSERITI MEDIANTE VIRUS

In questi modelli il vettore virale viene utilizzato per inserire il gene intero o parte di esso in
punti precisi del genoma murino. Si possono usare due tipi di vettori, I’adenovirus e il
lentivirus, entrambi si integrano nel genoma dell’ospite. Questi modelli possono essere usati
per studiare gli effetti di discrete quantita di mhtt e gli effetti temporali e spaziali della
mutazione in diverse condizioni controllate, rispetto ai topi transgenici o a quelli knock-in.
Questo ¢ importante perché animali geneticamente identici e che portano pertanto lo stesso
numero di triplette, possono sviluppare un fenotipo e una quantita di aggregati diverse
(Senut, 2000; Morley, 2002). Senut et al., hanno studiato gli effetti dell’inserzione di un
tratto poly-Q di 97 ripetizioni, inserito mediante adenovirus (AAVV). L’iperespressione di
questo tratto portava alla formazione di aggregati nucleari e citoplasmatici subito dopo 5
giorni I’inserzione. Questo dimostrava che 1’espressione del solo tratto poly-Q bastava allo

sviluppo delle inclusioni.
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