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Abstract Tesi

La tesi verte sullo studio moHitsiologico e/o patologco del tratto gastrointestina(&l)

di mammiferi.

La prima ricerca  ,dtawadnetodisha dilhextigdnerationt f i c a z

sequencingd i geni coinvol ti nell 6i nsorTalenza
patologia risultecaratterizzata dalla presenza di anomalearécodi neuroni del plesso
mienterico ecellule interstiziali di Cajal (ICC), che esita in una compromissione della
peiistalsi del tratto esofaged= emersachenei pazienti con acalasie controlli il gene
C-KIT & downregolato, mentre INPP4B é 4pgolato. Questi geni risultano essere
importanti pedo sviluppo e differenziamentoeuronat e delle ICC.

Il secondo argomenteerte allostudio dei processi die- e fosforilazione della proteina

Tau in condizioni fisiologiche eneur odegener ati ve. Nel | 6AlI
accumulo irreversibile dphospheTau c¢che i nduce neurotossi

animali letargci la proteina Tau viene iperfosforilata in ipotermia, ma defosforila al
rientro della normotermia. Inducendo torpore sintetico nel ratto si € osservato che nel
sistema nervoso centrale e nel tratto gastrointestinal®kppeTau si accumuldurante

lo stato ipotermico, ma defosforila aipristino delle temperature fisiologiche.
Comprendere le modificaziomissociate alldau puo rappresentare un valido supporto

per meglio comprendeali meccanismsonoalteratiin condizioni patologiche.

Lultima parte delle ricerche  stata fi

di

Zz h

Ci

nal

per cannabinoidjualiCB 1 R, CB2R, GPR55, PPARIARnePPARD ,

trattoGl di gattoattraverso metodiche immunoistochimich®lti autori riportano come

| 6atti vazi on esvaiga unquole chiave nei procesd infiennmatorie ed in
genealesulla sensibilita viscerale. La conoscenza della presenza e distribuzione di questi
recettori pud rappresentare un efficace dbato per future applicazioni in campo
farmaceutico/terapeutico.

La parte final e del ligualihapadecigat ohe esolant dalan e
tematica principale della tesia che hannesitato in pubblicazioni partecipazioni a

Congressi.
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Prefazioneprimo argomento

Durante il pri mo anno di d ot tacalagiafAGA),mi sono
grave patolom del tratto gastrointestinatshe interessa 0 e s ,clieasigpeesenta con

mancanza di peristalsssofagea conseguente assenza di deglutiziddebbene casi di

acalasias i ano princi pal me anche nehregneanimald si partaail | 6 uon
patologie ad interessamento esofageo che causano un desiatife (i.e. megaesofago

nel avallo, cang. Questa analisi genetianolecolare permettei gettare le basi per la

descrizione della patogenesi di questa malattia nelle forme idiopdtiséudio & stato

svolto in collaborazione con il DIMEC OspedaleS a n t 0 -®lalEgbilcan il gruppo

del Professor Roberto De GiorgiQuestostudio ha esitdo nellapubblicazione di un

lavoro su Neurogastroenterology and Motility e alystract (premio miglior postea)

congresso defiGr uppo I taliano per | o Studio dell a
(GISMAD) che si e svoltamarzo 2017.



Abstract Lavoro

INPP4B overexpression and IT downregulation in human achalasia

Bonora E, Bianco F-?, Stanzani A2, Giancola F+23 Astolfi A%, Indio V*, Evangelisti
C®, Martelli AM®, Boschetti E-3, Lugaresi M, loannou A, Torresan E Stanghellini
V1, Clavenzani P, Seri M\, Moonen A, Van Beek K, Wouters M, Boeckxstaens GE
Zaninotto &, Mattioli S!, De Giorgio R

!Department of Medical and Surgical Sciences, DIMEC, University of Bologna and St.
OrsolaMalpighi Hospital, Bologna, Italy?Department of Mdical and Veterinary

Sciences, DIMEVET, University of Bologna, Bologna, ItalCentro di Ricerca

Biomedica Applicata, St.Orsoldalpighi Hospital, Bologna, Italy?Interdepartmental

Center for Cancer Research AG. ogmadtdly; 06 ( Cl R
>Department of Experimental Medicine, DIMES, University of Bologna, Bologna, Italy;
%Department of Digestive System, St. OrsMlalpighi Hospital, Bologna, Italy;
"Translational Research in Gastrointestinal Disorders (TARGID), Departmerih@&CI

and Experimental Medicine, KU Leuven University, Leuven, Belgi@Biyision of

Surgery, Imperial College London, London, URDepartment of Medical Sciences,

Nuovo Arcispedale S.Anna at Cona (Ferrara), University of Ferrara, Ferrara, Italy

Backgrounl: Achalasia is a rare motility disorder characterized by myenteric neuron and
interstitial cells of Cajal (ICC) abnormalities leading to deranged/absent peristalsis and
lack of relaxation of the lower esophageal sphincter. The mechanisms contributing to
neuronal and ICC changes in achalasia are only partially understood. Our goal was to
identify novel molecular features occurring in patients with primary achalasia.Methods:
Esophageal full thickness biopsies from 42 (22 females; age range:826years)
clinically, radiologically, and manometrically characterized patients with primary
achalasia were examined and compared to those obtained from 10 subjects (controls)

undergoing surgery for uncomplicated esophageal cancer (or uppesastodisorders).



Tisste RNA extracted from biopsies of cases and controls was used for library preparation

and sequencing. Data analysis was - perforr
Bioconductor. Data were validated by reéime RT- PCR, western blotting and
immunohistochemisyr Key Results: Quantitative transcriptome evaluation and cluster
analysis revealed 111 differentially expres
P O 107 4 -thevevalidatedf GYR61, CTGF,-KIT, DUSP5, EGR1 were
downregulated, wherea@sKAP6 andINPP4B were upregulated in patients vs controls.

Compared to control immunohistochemical analysis revealed a clear increase in INPP4B,
whereas «IT immunolabeling resulted downregulated. As INPP4B regulates Akt

pathway, we used western blot to show tHaagpheAkt was signifcantly reduced in

achalasia p#ents vs controlsConclusions & Inferences: The identification of altered

gene expression, including INPP4B, a regulator of the Akt pathway, highlights novel
signaling pathways involved in the neurormaid ICC changes underlying primary

achalasiaKEYWORDS: achalasia, cell signaling;KIT, INPP4B, transcriptome



Abbreviazioni:

- ACA: Acalasia

- tGl: TrattoGastrointestinale

- SNE Sistema Nervoso Enterico

- SNP: Sistema Nervoso Periferico
- SNC. Sistema Nervos@entrale

- ICC: Cellule Interstiziali di Cajal

- SNA: Sistema Nervoso Autonomo
- MP: PlessaMienterico

- SMP: Plesso Sottomucoso

- LES: Sintere Esofageo Inferiore



1 Introduzione

Il Tratto Gastrointestinale (tGB un organo altamente complesso per la sua sttu

per la sua funzione. Esso e costituitm muscolature specifiche, come ad esempio gli

sfinteri, che lo suddividono in regioni ben differenziate con caratteristiche funzionali
completamente differentlLa presenza di queste muscolature fa si che ivebgano

distribuiti in senso or@borale ad una velocita adeguata tale da favorire che ogni
compartimento del tGl svolga adeguatamente la sua funzione di assorbii@nto.
muscolatura che caratterizza il tGl é sia di tipo liscio che scheletrico (primm terz

del |l 6esofago e sfintere anale esterno) e | a
favorisce diverse funzioni lungo tutto il canale alimentare, come la triturazione (stomaco),
segmentazione (intestino tenue) e austrazione (colon), che mes¢oldrattengono
temporaneamente) i contenuti endoluminali prima della propulsione etsiesgudel

materiale indigerito sotto forma di feci (Furness JB et al., 20Lé) secrezioni

favoriscono il mantenimento del corretto pH lungo tutto il tGl, regolam@doncerto alla
motilit”™ | dosmolarit”™, | e secrezioni enzi ma
lume e separato dal milieu interno corporeo per mezzo di una barriera mucosa
semipermeabile, in costante rigenerazioi@evers H, 201B Questa barera €

fondamentale non solo per tutti i processi di assorbimento, ma anche perché previene |l
leakage di molecole fondamentali che altrimenti verrebbero perse dal versante
endoluminale, per la traslocazione di enzimi digestivi, di tossine e di germifbet

intestinale( mi cr obi ot a) al | Ola barriera epiteliate & Isupfodatag a ni s
meccani camente da una matrice di tessuto c
varieta di cellule del sistema immunitario. Si puo concludere dicendtutteequeste

funzioni estremamente complesse, ossia motilita, secrezione, barriera mucosa, attivita
immunologica, hanno alla base un livello di coordinazione e regolazione che vengono
orchestrate del sistema nergazratteristo del tGl, ovvero il Sisterhervoso Enterico

(SNE) (Furness JB: Costa M, 1987)Il SNE e la struttura piu complessa del Sistema

Nervoso Periferico (SNPgsso € caratterizzato da un numero molto elevato di neuroni e

cellule gliali che sono distribuiti per tutta la lunghezza ddtdralimentare, biliare e

1



pancreaticdGershon MD1998). I| SNE controlla le funzioni del tGl creando un vero e
proprio networ k c¢he-inphegwutdee, iudn nwemreo de irbo =
nell 6apparato digerente, tieanerueenumbatit i SYINE ~
anche in assenza di imput da parte del Sistema Nervoso centrale (SNC) MPdal S
(Gershon MD1998) Molte condizioni patologiche moxaepossono sfociare in una

neuropatia entericauna alterazione morftunzionale del SNE respoasile di

meccanismi fisiopatologici e disturbi gastrointestijlhowles CH et al., 2013). Infatti,

danni funzionali ai neuroni enterici esitano nella maggior parte deircadierazione

della coordinazione delle attivita motorie con conseguente areonda@l transito
intestinalg(Goyal RK eHirano I, 1996)Inoltre, alterazioni nella muscolatura lisareelle

cellule interstiziali di Cajal (ICC) e nella glia enterica possono essere atadbba

patogenesi delle dismotilita del t@i Nardo G et al.2008).Sono note da letteratura

una serie di patologie estrinseche come quelle causate da diabete mellito e amiloidosi,
riconoscibili soprattutto per i disordini che causano a livello sistemicopffesraandoci

sulld alasia, in questo caso si tratta diaupatologia circoscritta a livello del tGl,
prettamente all 6esof ag eil nomehdemalata ntringe@e st o mo
L6beziol ogia della maggior parte ladgravfauest e p
di queste neuropatie intrinseatipende dal grado di interessamento del sistema nervoso

e del segmento di apparato digerecwénvolto. Tra le piu gravi patologie a fenotipo

motorio ricordiamoad esempiola malattia di Hirschsprung:he presentan mancato

sviluppo dei ganglidel traito di st al e del | 6i nt ecastruzion® ( agag
intestinale cronica, caratterizzata da-sablusioni intestinali in assenza di una reale

causa meccanica, la gastroparesi, caratterizzata iango dello svuotamento gastrico;

e | bapalta@asiom a che alt erknowlea CHneb al.j 2013t ~ del |
Furness JR012).



1.11l Sistema Nervoso Entericorganizzazione morffunzionale

Dato il suo ruolo centrale nella patogenesi delle dismotilita del tGl, &€ necessaria una breve

presentazione delle caratteristiche anatomiche e funzionali del SNE.

I SNE, assieme al Sistema Nervoso Simpatico e Parasimpatico, costituisce il Sistema
Nervoso AutonomdSNA), componente principale del Sistema Nervoso Periferico. I
SNA regola le funzioniisiologiche involontarie quali la frequenza cardiaca, la pressione
arteriosa, la respirazione, la digestionecemportamenti sessuali. Sistema Nervoso
Simpatico e Parasimpatico contengono le fibre afferenti ed efferenti che trasportano
Imput sensitiv e motori rispettivamente verso e dal SNC. Generalmente questi due
sistemi sono formati da due serie di neuroni: un neurone pregangliare con il corpo
cellulare nel SNC e uno postgangliare con pirenoforo alla periferia, che innerva
direttamente il tessutarget.ll SNE a differenza degli altri elementi del SNP, e costituito

da un network dneuronie cellule di supporto (cellule gliali) che sono interconnessi da
fibre nervose intergangliari. Questi neuroni hanno la caratterigticfunzionare
autonomamemt senza dipendedal SNC(Sternini C1997;Karemaker JM2017).

Il SNE origina dalla cresta neurale vagale con cellule che migrano in direzione rostro
caudale attraverso la parete intestinale, formando questo network composto da glia e
neuroni. Le cellld del SNE completano la loro migrazione da quattro a sette settimane
di sviluppo e arrivano ad esprimere tutti i tipi di neurotrasmettitori alla ventiquattresima
settimana di gestazione. Nonostante tutto, la motilita del tGl comincia a manifestarsi tra
le ultime settimane di gestazione e i primi giorni di vits&SNE €& costituito da oltre 100
milioni di neuroni con piu di 15 morfologie, un numero maggiore della somma di tutti i
gangli periferici, ed € il principale responsabile delle funzioni digesti&NE e quindi
caratterizzato dalla presenza di pathways nervosi rifldssicontrollano le funzioni
digestive attraverso la contrazione/rilassamento dei muscotgzgme/assorbimento e
flusso sanguigng@Sasselli V et al., 2012;ake JI et al., 2013Siéssere &t al., 2008).
Léel evata complessit”™ di guesto sistema fa
secondo cervelldde Giorgo R eCamilleri M, 2004; Gershon MR006)



I SNE é formato da neuroni afferenti primari, sensibili a stimolicaati e chimici,

interneuroni e motoneuronhe hanno come target la muscolatura o le cellule pacemaker

(Cellule Interstiziali di Cajal), vasi sanguigni, ghiandole, epitelio e cellule del sistema
immunitario che presiedono a quelle che sono le funzigastive, di assorbimento e

attivita motoria del tGINonostante la sua autonomia, il SNE, in concerto con SNC e SNP

modula le funzioni digestive. Quello che si crea e un sistema bidirezionale di controllo di

un flusso di informazioni rispettivamentra SNE - SNC e SNE- gangli simpatici

paravetebrali. SNE ed SNC sono connessi tra loro attraverso il nervo vago, plesso pelvico

e vie simpatiche. Le vie nervose generate dal SNC controllano i movimenti della
muscolatura striata esofagesttraverso riflessi vgo-vagali il SNC ha il compito di
controllare anche |1 o stato di pienezza, | 6
stomaco. Contrariamente, il SNiel piccolo intestino e colon presenta una serie di

circuiti riflessi autonomi, formati da neurosensitivi, interneuroni e motoneuroni. Le

funzioni di piccolo e grande intestino sono controllate dalla componente intrinseca del

SNE, ma questoul ti mo, anche se topografical
autonomo. La modulazione delle funzionisttaintestinali non € altro che un sistema

integrato di riflessi enterici locali, riflessi che vengono trasmessi attraverso i gangli
Simpati ci e rifl essi che passano attraver
Riassumendo, le connessioni tra SNC e PNESono essere classificate in vagale, spinale
toracelombare e spinale lombsacrale (pelvica)l.e afferenze sono costituite da neuroni

pre-enterici che terminano in gangli enterici e controllano o modificano le attivita dei

neuroni enterici. Dal SNC p@no invece vie che contengono neuroni che innervano un

numero ristretto di effettori, come la muscolatura striata esofagea (innervazione vagale),

gli sfinteri (innervazione simpatica) e i vasi sanguigni intrinseci (innervazione simpatica)
(FurnessB et d., 2014)(Figura 1).
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Figura 1: Rapporti tra SNG SNPi SNE (modificato da: Furness JB et al., 2014)



1.2 Organizzazione dd°lessi

| plessi che caratterizzano il SNE possono essere gangliari e agangliari e si distribuiscono

l ungo tutto il t GI a partire dall b6esofago
categoria pitrappresentativa, costituiti sia da cellule che fibre ner¢feigeira 2). Mentre

I plessi agangliari sono costituiti da fibre nervose che innervano i vari tratti del tGl, i

plessi gangliari si dividono in due tipologi¢plesso mienterico (MP), chiamatache

diAuerbaclc he | 6ha scopert o n e hltido@esdhabadashnel e scr it
193Q Stohr nel 1930Li nel 1940)e localizzato tra la muscolatura longitudinaterna

e circolareinterng ed e quello maggiormente coinvottella motilita gatrointestinale e

nel controllo secretivo e motorio della mucosa.

Myenteric Plexus

| Circular Muscle
a8
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. \77:;\&%& 0ut7r SM
Longitudinal § %
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" / , ‘\»Aubmucosal
e Muscularis l Artery
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Figura 2: Rappresentazione dettagliata della configurazione della parete intestinale c
evidenza la struttura dei plessi (in rosso € possilalteve i neuroni e la loro distribuzione
(fonte: https://www.google.it/imghp?hi=it&tab=ri&oghpl



https://www.google.it/imghp?hl=it&tab=ri&ogbl

Il plesso sottomucoso (SMP) invece, anche chiamato di Mejs$erfunzione
prevalentemente secretoria e di assorbimento intes{faleess JB 2006; ContiZ010)

Oltre alla morfologiacellulare differenteanchela neurochimica dei due plessi varia

gangli che compongono MP possono variare moltissimo per dimensjoilirma e

di stribuzione da specie a specie e da tratt
numero di cellld nervose per ganglio varia da 5 ad oltre AP invia proiezioni verso

il plesso sottomucoso e ai gangli situati nella colecisti 0 nel pancreas, o anche verso i
gangli simpatici prewgebrali (Conti F2010). Puo essere suddiviso in tre parti: una
strutura primaria, una secondaria e una terzidraprimaria e costituita da gangli di
grossa dimensione interconnessi per mezzo di fasciosi (rami intergangliari); la
secondaria da fasci piu sottili paralleli alla muscolatura che spesso incrociano i ra
intergangliari; la terziaria da fasci molto sottili che occupano gli spazi che vengono creati
dalla componente primaria, con fibre prevalentemente destinate alla muscolatura
intestinaké (Furness JR006).

Il SMP risulta assente a livello esofageo e gdabktutto assente a livello gastrico. E per

l o pi % costituito da gangl:i di di mensi oni
interposto tra la muscolatura circolare interna emlascolaris mucosae da rami

internodali sottili che si distribuisconmel piccolo e grosso intestino. | gangli che lo
costituiscono hanno t er mmuselaris mumcosaelule | 6epi t e
endocrine intestinali e vasi sanguighie g1 i  ani mal i di piccola ta
mammiferi di grossa taglia possono essere due tipi di plesso: uno interno, nel versante

sieroso dellanuscolaris mucosaglesso diMeissner propriamente detto) e uno esterno

sul versante | uminale della muscol atura c
f ondament al zonerdeld Muscolatarae (Fwress JB 2014; Con0R0).

Negli animali dotati di doppio SMP, in prossimita deffauscolaris mucosasi puo

osservare una dislocazione di neuroni di questo plesso. Questi neuroni possono trovarsi

nella lamina propa della me o s a n e tehu, inectasss ¢ iamente nello

stomaco (Furness J®06).

| plessi agangliari possono essere localizzati a livello sottosieroso (fibre che connettono

nervi estrinseci e plessi intramurali), muscolare profondo (fasci nervosi sbnnes



principal mente all 6MP), mucoso (fibre che

della tonaca mucosa) e vascolare (fibre che rarey i vasi sanguigni) (Conti Z010).

Esiste anche un plesso sottosieroso, localizzato nel connettivo esternmrdeagii
digestvi ad esempio tra | o strato museodoar e est

del peritoneo (Furness J06).

Ogni strato muscolare ha una sua innervazione caratteristica: la longitudinale & data dal

plesso muscolare longitudinale,v ver o f i bre c¢che decorrono pa
strato o dalla componente terziaria del ple
dipende dallo spessore: in animali grandi in cui questo strato risulta inspessito si osserva

il plesso muscare longitudinale, nelle specie in cui lo strato muscolare e sottile si osserva

solo innervazione a carico delle fibre del

circolare invece avviene tramite sottili fasci che decorrono paralleli alla lunghdikza de

strato. Questi fasci ri sultano a contatto c¢
e con il plesso muscol &eipccgi marimden matidege | | 61 nt
assoni del plesso muscolare circolare non sono altro che motoneurohi @eéM P , inol tr

sono presenti fibre che derivano da cellule nervose del plesso sottomucoso esterno. I
plesso muscolare profondo e il sottomuscolare non sono altro che fasci di fibre vicino alla
porzione interna del | o snoteaut ecrasso.Questilfaacr e c i r
nervosi formano una rete continua attorno a
orientamento parallelo alla direzione delle cellule dellacolatura circolare (Furness JB

2006).



1.3 Classificazione dei neurodiel SNE

| neuroni enterici possono essere classificati su base morfologica, funzionale, proprieta
chimiche e proiezioni alle cellule bersagl:.
cellule nervose enteriche che sono raggruppatemorfologiain tre gruppi principali:

tipo 1, tipo 11 e tipo Ill. La classificazione proposta qui di seguito & quetdhoratada

Dogi el nel 1985, che tiene conto delle <car

dendriti(Figura 3):

- | neuroni del tipo Isono mulidendritici e uniassonali, con forma appiattita e
profilo stellato. Innervano principalmente la muscolatura liscia e sono dotati di
elevata eccitabilita in risposta a stimoli definiti di tipo S (da synaptic, in quanto
sono i maggiori responsabili della graissione snpatica nicotinica gangliare).
Hanno principalmente la funzione di motoneuroni, evocando la contrazione o il
rilasciamento della muscolatura gastrointestinAleuni di essi possono anche
essere interneuroni ascendenti o discendenti (DG R et al., 2009; Furness
JB 2006).

- | neuroni di tipo Il di Dogiel sono cellule con numerosi dendriti dotati di un
singolo assone. Alcune cellule di questa categoria hanno aspetto di classici
neuroni pseudounipolari. Questi neuroni oltre a creare una ¢oazawome tra i
vari plessi, proiettano anche a livello della mucokaneuroni di tipo Il
percepiscono gl i sti mol i ' umi nal i e at
secretoria 0 vascolare tramite interposizione di neuroni per via indiretta o diretta
(tramite contatto con neuroni motori) (Furness JB et al., 19¢8)a cavia e nella
pecora i neuroni di tipo Il mostrano immunoreattivita versollaicdina, proteina
che lega il calcio (FurnesiB et al., 1990; ChiocchetR et al., 2004). Questi
neuroni hana una fase di ineccitabilita particolarmente lunga e per questo
vengono definiti di tipo AH (da hyperpolarization, iperpolarizzazione della
membr ana neuronale a seguito del singol
sensesensoriali, percepiscono stimoliegcanici, chimici e termici (ossia sono

meccane, cheme e termocettori) (De Giorgio Bt al., 2009).



- I'neuroni di tipo 1l di Dogiel sono simili a quelli di tipo due, hanno neuroni dotati
di pi % dendriti, ma r el ati vnadekgarigl® pi % cC
di origine. Léassone emerge o dal cono d
decorrendo in un fascio di fibre che connette tra loro i plessi, prendendo il nome
di neuroni con dendriti filamentosi. Per questa loro peculiare struttipatziza
che questi neuroni siano di tipo secretomotorio e vasmmofConti F2010;
Furness JR006).

Figura 3: Neuroni secondo Dogiel.iatipo I, bi tipo Il, ¢T tipo Il (modificato
da: Furness JB, 2006)
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La classificazione dei neuroni pud anche essere fatta tenendo conto della

funzionalitq suddividendoli in neuroni sensitivilntrinsic Primary Afferent Neurons

(IPANs), neuroni intestinofugali- Intestinofugal Neurons, IFANsinterneuronie

motoneuron{Figura 4).
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liscia
enterica
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Figura 4: organizzazione dei neuroni nel tGmodificato da: Furness JB, 2006)
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Gli IPANs sono in grado di avvertire lo stato fisico del tGI (come ad esempio la tensione

della parete gastrointestingke il contenuto chimico del lume. Sono in grado di reagire a

questi segnali favorendo un controllo della motilita, secrezionel dubso sanguigno

(Furness JB2004). E possibile che questi neurosiano coinvolti in cambiamenti

patologici delle funzionenteriche che si osservano a seguito di uno stato inflammatorio
(FurnessiBet al., 2004)l neuroni IPANs sono interconnessi tra loro, con gli interneuroni

e direttamente con i neuroni motoricevendo sinapsi direttamente a livello dei corpi

cellulari. Inizialmente sono stati identificati come grandi neuroni multiassonali (del tipo

1 di Dogi el ), i Cui cor pi-3@¢% Hei nedranirnei cost i
gangli del MP e del SMP del piccolo e del grande intesbado il fatto che lednzioni

mot orie dell 6esofago sono controllate tr ami
guesta categoria di neuroni in questo tratto. Sono altrettanto rari a livello dello stomaco,

dove la motilitd viene controllata tramite pattern efferengjaliache originano dalla

medulla oblongatgFurness JB et al., 2014). Questi neuroni non sono propriamente dei
neuroni di tipo sensitivo perché non trasmettono vere e proprie sensazioni, ma € piu
corretto dire che danno informaziaullo stato di tensiondella parete muscolare e sul

contenuto chimico intraluminalé neuroni sensitivi intrinseci sono suddivisi in: IPANsS

del plesso sottomucoso attivati a seguito di stimolazione meccanica e chimica della
mucosa, IPANs dellesso menterico attivati da stimiochimici e infine quelli attivati per

contrazione muscolare. Questi neuroni vengono attivati ad esempio da un incremento di

tensione muscolare, mentre un Feta,281Q)1i ament o

Gli IFANs sono localizzati nel MP e n8MP, inviano i loro assoni ai gangli prevertebrali

dove fanno sinapsi con i nemiogangliari simpatici (Kuntz A 1938; Szurszewki &H

Miller SM, 1994). Hanno principalmente immunoreattivadVIP/ChAT nella cavia

(Anderson CR et al., 1995), nel cane icwéhanno reattivita per il peptide correlato al

gene della calcitonina CGRP. Nell 6i ntestinc
dendriti brevi lamellari e filamentosi (TassickBC et al., 1999).1 neuroni simpatici

innervati dagli IFANSs inibiscoo motilita e secrezione (Furness 2806).

Gli intemeuroni hanno morfologia di Dogiel di tiplh sono localizzati sia in via
ascendente (orale) che discendente (aborale). Gli ascendenti inviano e ricevono imput sia

da neuroni intrinseci contenenti callina che da intmeuroni ascendenti (Furness JB
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2006; Conti R2010). Gli interneuroni discendenti possono avere proiezioni aborali molto
lunghe e contengono quattro classi di neuroni. Una sono interneuramergai che

contengono neurofilamento e seritea(come nel coniglio e nella cavia), altre due classi

somatostatina e VI P, | 6ul ti ma cl asse cont

a volte ATP. Gli interneuroni che contengono somatostatina hanno proiezioni molto
| unghe e o0aziore @el MR dlcani posseno innervare anche SMP. Alcuni
interneuroni del colon possono essere anche dei meccanocettori, e i riflessi che ne

derivano sono attivati dal stiramento (Conti 2010; FurnesdBet al., 2014).
| motoneuroni enterici sono siatifpo eccitatorio che inibitorio e si suddividono in:

- Motoneuroni che proiettano alla muscolatura circolare e longitudinale;

- Secretomotori coinvolti nella regolazione dei processi secretivi che proiettano alle
ghiandole secretorie;

- Neuroni vasomotori respsabili del flusso ematico splancnico che innervano i
vasi sanguigni;

- Motoneuroni che innervano le cellule enteroendocrine e i follicoli linfoidi.

I motoneuroni hanno principalmente morfologia di Dogiel di tipo I. gli eccitatori
presentano pirenoforo pitigeolo degli inibitori, inoltre, gli inibitori discendenti con
proiezioni lunghe hannd soma piu grande di quelli con proiezioni corte. Queste
differenze nella morfologia sono dovute al diverso contenuto neurochimico di questi
neuroni. Infatti, i neuroniliscendenti con proiezioni lunghe e soma grande contengono la
proteina neurofilamentous protein (NFP), che é assente in gasllproiezioni corte
(Conte F2010). I motoneuroni eccitatori hanno come neurotrasmettitore principale
| 6acet i | c nieiGh iaibiteriinveee funzaondno per mezzad\, VIP e ATP.

Nella caviae in piccoli mammiferi il corpo cellulare dei neuroni che innervano la
muscolatura circolare  localizzato nei
e nel cavallo una&omponente di innervazione deriva anche dai gangli sottomucosi
(Furness JB et al.,, 201&8anders KM e Smith TK, 1986; Furness JB et al., 1990;
Chiocchetti R et al., 2009).a maggior partea motoneuroni che innervano la circolare
sonoeccitatoricolinemici con corpi cellulari localizzati in posizione aborale rispetto alla
sede di innervazione. Nei piccoli animali, il soma dei motoneuroni che innervano la

muscolatura longitudinale si trova nel MP. Nei grandi animali, la maggior parte di corpi
13
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cellulari ©no nel MP, ma alcuni motoneuratella longitudinale hanno il corpo del SMP.

Nel |l 6esofago e nello stomaco invece sono |
vagali che vanno ad innervare le cellule muscolari. Anchedacolaris mucosae

innervata daneur on i motori eccitator imusolaisni bitor
mucosaee ad opera di cellule nervose localizzate nei gangli sottomucosi (FUBiess

al., 2014).

1.4 Cellule Interstiziali di CajalICC)

Le ICC sono degli elementi cellulari d&Bl in grado di scaturire depolarizzazioni
spontanee che terminano con la genesi di potenziali elettrici che prendono il nome di
pacemaker. Questi potenziabno in grado di propagarsi da ICC a ICC tramite giunzioni
cellulari che prendono il nome di tigjunctions, che connettono tra loro le ICC e assieme

al muscolo vanno a costituire un sincizio funzionale. Le depolarizzazioni che vengono
prodotte dalle ICC sono note come onde lente. Le ICC possono essekassuitidire

categorie:

- quelle che formanglessi attorno ai gangtienterici(ICCsi MY), ovverole
pacemaker propriamente dette;

- ICCs dello strato muscolare (ICC3M);

- ICCs poste tranuscolaturaircolare e sottomucosa, ovvero nel plesso muscolare
profondo (ICCS DMP).

Le ultime due categorie@ssendo coinvolte nella trasduzione di imput dai neuroni motori
enterici alla muscolatura liscia, contribuiscono a funzioni hopacemaker. Hanno
recettori per la neurokininal e per la somatostatina e modulano stimoli inibitori a livello
esofageo sintetizando e rilasciando N(@ocke | et al., 2008; De Giorgio R @amilleri

M, 2004). Le ICC esprimono il prot@mncogene «kit, tirosinachinasi che ha come
ligandolo stem cell factor (SCF). Il legame tra queste due molecole e fondamentale per
lo sviluppq il matenimento e la sopravvivenza delle ICCs. Infatti, koyick out (ko)yer
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guesto gene mostrano un fenotipo con dilatazione del tratto gastrico e assenza di
peristalsi, confermando un ruolo basilaed controllo ddh motilita del tGl (Farrugia G
2008.

1.5Alteratofunzionamento del SNE e conseguenti anaaiila
motilita del tGl

Le malattie primitive che coinvolgono la componente neurale deleggano nella

maggior parte dei casi in anomalie della motiditdel transito del contenuto intestig

ma, salvo rare eccezioni i n culi | 6ezi ol ogi a
chiaro. Queste malattie, chiamate anche neuropatie, vengono raggruppate in congenite,
sporadiche, acquisite, associate ad altre patotgjiebase iatrogenadcondariad altre

malattie) (Furness JB012).Di seguito verranno riportati alcuni esempi.

1.51 Gastroparesi

| pazienti con gastroparesi presentano un ritardo nello svuotamento dies sieli liquidi

dallo stomaco. Tra i sintomi principali vi sonausea, gonfiore, vomito, sazieta precoce

e dolore nella parte alta dell addome. Nel
oppure collegata al diabete mellitdorowitz M e Fraser RJ, 1995; Patrick Apstein

0, 2008) La patogenesi di questaaattia potrebbe essere causata da alterazioni nella via
nervosa estrinseca autonoma.Oireadhundarmoda!| | 6i nn
tipo neuronale degenerativo, la gastroparesi pud essere causata anche da stati
inflammatori, come la gangliol@ mienterica e infammazioni derivanti da sindromi
paraneoplastiche. Nei pazienti pediatrici ad esempio € piu comune una forma rara di
gastroparesi che si presenta con stenosi ipertrofica del piloro. Nella patogenesi di questa

forma sembra essere coinIlt undal terazione dell a NO sint
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guesto porta ad una contrazione pilodcapo tonico che ha come conseguenza ipertrofia
muscolargChinn B eSchuffer MD, 1988).

1.5.2 Malattia di Hirschsprung (HSCR)
La malattia di Hirschspng (OMIM*142623) fa parte del gruppo delle neuropatie

enteriche ed é piuttosto conosciuta, con una prevaldn2/5000 nati vivi (Kapur RP
1999) n guesta malattia si ha una condi zione
mienterico e sottomuco$o un tratto del canale digerente, ma la porzione maggiormente
colpita € quella distale. Nella HSCR si ha un arresto della migrazione delle cellule della
cresta neurale in direzione crataudale tra la quinta e la dodicesima settimana di
gestazione, iperiodo corrispondente alla formazione del tGl. La porzione agangliare e
adinamica e priva di movimenti peristaltici, la porzione a monte di questo tratto invece
risulta dil atata p o ilacpbrBonedaevalle (Bolanded&®#4)e | 61 n el
Sonopresenti sia forme familiari che sporadiche, forme a segmentoprartapalmente
sporadichdse limitate principalmente al retto,88% dei casi) o lungprincipalmente
familiari( guando i nteressano il col oneformg¢ utt o |
sporaditie rappresentano il 70%, il 12% sono associate a mutazioni e il 18% puod essere
associato analattie congenite (Heanue TAPachnis V, 2007; Torfs CP998).La base
genetica di questa malattia € supportata dal fatto che figli di pazienti bHatio un
rischio 200 volte piu elevato di ntrarre la malattia (Passarge@02); vi € una maggior
prevalenza nella popolazione maschile (4:1) (Badner JA et al., 1990); vi € associazione
con sindromi genetiche e anomalie cromosomiche (Amiel J at @B);2§tudi in vivo su
animali con aganglionosi mostrano uno specifico pattern di ereditéifietzel JG et al.,
1996; Shepherd IT et al., 20(@anza E et al., 20123i tratta di una patologia altamente
eterogenea, in quanto possono contribuire allagesiesi sia varianti rare che molto
comuni.Una frazione di pazienti presenta mutazioni nel postoogene RET (50% casi
familiari e 1620% casi sporadici), che é coinvolto nello sviluppo del SNE. Altre proteine
che possono esser e nmallbaviuppo deh SNE EanGBNE, coi nv o
NRTN PSPN EDNRB EDN3 ECE1 NTF3 NTRK3 SOX10, PHOX2BL1CAM,
ZFHX1B, KIAA1279TCF4, PROK1 PROKR1PROKR2GFRA1 NRG1 NRG3 Class
3 SEMAPHORIN$3A, 3Ce3D) e DNMT3B(Camilleri M2001; Pingault V et al., 1998;
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LuzénToro B et al., 2015). La HSCR puo anche essere associata a forme sindromiche
come la sindrome di Down e la Neoplasia Endocrina Multipla 2A (MEN2A), in cui si
hanno mutazioni del protoncogendRET(Eng C1999; Romeo G et al., 1998, Yin L et

al., 2007).

1.6 Acalasia

Acalasia~ un termine checWaWlado d@ma ngcraetcoo rhilU
Léacal asia primaria  caratterizzata princi
pl esso mienterico nell 6esof agdteriore (LEBS) | i vell

(FuruzawaCarballeda J et al., 2016ja parte del gruppo delle dismotilita, e si manifesta
a livello esofageo con disfagia e rigurgito. Pogsmanifestarsi nelle forme piu gravi
anche mtomi di tipo respiratorio (come tosse notturna, asgani ricorrenti e polmonite

ab ingesti}, dolore toracico e perdita di peso (Boeckxstaens GE et al., 204 fjrme
idiopatiche di acalasia rappresentano un disordine primario della motilita a livello

esofageo, con una prevalenza a livello mondialédndividui affetti ogni 200000, con

undédincid€nsd8 du Q08B. 000 adul ti, i ncidenza ¢c
solitamente viene fatta al disopra dei 50 anni) (Farruckh A et al., 2008; Sadowski DC et
al., 2010; Enestvedt BK et al., 201ijfatti,al di sopra degli 80 anni

pari a 17 casi(95%Cl261). Rod 0 Sonoadiffdredize difreagquenza né

fra i sessi né fra le diverse etrflearruckh A et al., 2008). Sulla base dei diversi tipi di
contrazione esofagea possibile distingere tre tipologie di acalasia con tre differenti

pattern di motilita alterati: tipo | con pressurizzazione minmadove | 6eventc
deglutizione induce premature contrazioni simultanee; tipo Il con compressione esofagea,

in cui mancanaccompletamente le contrazioni esofagee; tigoctin spasmi, in cui Si

hanno contrazioni simultaneen c u i | 6evento ha ampiezza da
(Farrokhi F e Vaezi MF, 2007Queste anomalie possono sfociare in un differente pattern

di alterazio® motoria,in quanto la gravita dipende da quanto tempo intercorre tra la

comparsa dei sintomi e la diagnosi. Questi cambiamenti nel pattern motorio dipendono
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principalmentedalla presenza din coinvolgimento dei neuroni colinergici 0 meno. A

livello patd ogi co c¢6  undinfiammazione <c¢ronica d
del | 6esofago che inizial mente coinvolge sol
Vi € uninteressamentanche dei neuroni eccitatori colinergici. Studi a lungo termine
mostranoche in alcuni pazienti vi puo essere una progressione della patologia con
conseguente dilatazione del corpo dell 6esof
riscontrabili anomalie della mucosa a causa della stasi del cibo che esita in esofagiti
linfocitarie e displasieAnche se nella maggior parte dei casi si presenta come malattia
sporadica, i n studi all 6interno di fami gl i
acalasia con trasmissione del tratto in maniera autosomica recessiva, manegadic

insorgenza precoce (MIM* 200400) (Annese V et al., 1995; Dayalan N et al., 1972;
Sachdev A et al., 2004; KaaK et al., 1991; Stoddard Clehnson AG, 992; Bosher

LP eShaw A, 1981)ll fatto che alla base di questa patologia vi sia una compenent

genetica & avvalorato da uno studio su quattro gemelli monozigoti, nel quale tre coppie

su quattro eranoffette da acalasia (Eckrich JD\i nans CS, 1979). | nol
puo presentarsi come parte di sindromi genetiche complesse (i.e. sindr@oeri

sindrome di Allgrove, neuropatia familiare viscerale) e/o con anomalie isolate (Gockel

HR et al., 2010).

1.6.1Eziopatogenesi

C oramai n ot & causdteeprincigabmendel da sna @duzione delle ICC, ma
molto piu importantela una perditaedettiva dei neuroni inibitori del plesso mienterico
del | 6 esof ag o ,adunahperdita di B3 di paptida intestinale vasoattivo
(VIP). Questacomponentee fondamentale al fine dello scatenarsi della malattia
provato dal fatto che studi uivo su topi ko per il gene della NO sintasi neuronaN@S

") presentano ipertensione dello sfintere esofageo inferiore con conseguente difficolta nel

rilassamento, che conducono allo sviluppo d
concomitanzea gastroparesi Si var ao DV et al ., 2001) . Anc
suggerito una significativa decrescia assenza del |l i nnervazi on
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mienterico di pazienti con acalasia. Studi immunoistochimici su pazienti con acalasia
sottoposti a dnurgia mostrano livelli bassi di VIP, nNOS;190, sostanza P e PGP9.5

ri spetto ad individui sani. Si pu, quindi a
siano coinvole nella patogenesi di questa malattia (Gockel | et al., 2006; Patel DA et al.,

2015; Hoshino N et al.,, 2013). 6avanzare della patologia p
unodi nt er asposte auwoimrhuniae infiammatorie, possibilmente scaturite da
undéinfezione virale in indiv-Cathaliedagetnlet i c a me
2016) (Figura 5).

Uno dei meccanismi patogenetici alla base dello sviluppo di questa malattia potrebbe

essere una risposta immunmediata a livello del plessmienterico esofageo con

conseguente stato infiammatori o tialcdelo mpagna
gual e per, non si conosce ancora | 6innesco.
che inizial mente non si mani festano con per

della muscolatura liscia.

v

Initial insult: viral, toxin? Immunogenetics:
HLA DQA1*0103 or

HLA DQB1*0603

v A 4

Aberrant autoimmune
response

v

Chronic infection <

A4

Cytotoxic T cells
Autoimmune antibodies

v

Ganglionitis or loss
of neurons

v

Achalasia

Figura 5; Fi si opat ol ogi ahoditicatd |dé
Boeckxstaens GE et al., 2014)
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Léanal i si p stipazierdi mostaaun alimentq uspetto al gruppo di controllo

della transtiretina (TTR)proteina fondamentale per il trasporto della tiroxina (T4) e della
proteina | egante il retinol o, associata col
dellaTTRavval ora | 6i potesi di danno neuronal e
in alcuni pazienti con acalasia si osserva a livello del plesso mienterico un accumulo del
complessoC5c9 e di l gM. Quindi, | 6alteratvta prodt
stato inflammatorio con conseguente fibrosi neuronale porta alla condizione patologica

(Im SK et al., 2013; Storch VB et al., 2002; Gockel HR et al., 2012)

Come evento in grado di scaturire lo stato infammatorio cronicogstato post o | 61 n s
virale per mezzo di virus neurotrofici o infezione batterica. Boeckstaens e colleghi hanno
proposto come ‘trigger unoéi nfleinfattp herusda her p
sopravvive nei neuroni esofagei, dando vita ad una persistente attivazione imeunitar

che in alcuni individui geneticamente predisposti pudescare ladistruzione della

componente neuronald. punto di ingresso del virus € la zona periorale e la mucosa
esofagealnoltre, questo virus presenta un forte tropismo per le fibre nervosgeoela

prima infezione puo rimanere latente nel nucleo dei nefFanuzawaCarballeda J et

al ., 2015) . Facco et al . hanno di mostrato
numero di linfociti CD3+/CD8+ oligoclonali infiltrati ndlES, i linfociti T infatti sono

coinvolti nella risposta contro HSY. Qu i ndi , undinfezione croni ¢
costituire | 6i nnesco per una Trisposta i mn
componente genetica e ambientale puo facilitare la perdita di neuronila éisefageo
(FuruzawaCarballeda J et al., 2016).

L6eziologia su base autoi mmune antthewranppor t at
mienterici nel sangue e di infiltrati di linfociti T nel plesso mienteri¢bdé inoltre una

correlazione tra acalasia particolari polimorfismi del complesso maggiore di
istocompatibilita di classe Il (HLA Il)Anticorpi anttheurone sono stati riscontrati

soprattutto in pazienti portatori degli alldiLA DQA1*0103 e DQB1*06Q3 | 6 HL A
svolge un ruolo cruciale nel riconose@nto antigenico, creando una risposta immune
aberrante (Ruizle-Leon A et al., 2002)Recenti studi hanno dimostrato che pazienti con

acalasia hanno una probabilita di 3.6 piu alta di sviluppare una malattia autoimmune come

ad esempio uveite (RR=259ndrome di Sjgren (RR=37); lupus eritematoso sistemico
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(RR=43); diabete di tipo | (RR=5.4); artrite reumatoide (RR= tadomorbidita inoltre
e molto piu elevata in pazienti in eta infantile (Kraichely RE et al., 2010). Ad avvalorare
questa ipotesiive il fatto che molti acalasici trattati con farmaci immunosoppressivi

mostrano miglioramento nella sintomatologia-g&ifar H et al., 2012).

| fattori genetici potrebbero avere un ruolo basilare nello sviluppo di questa malattia.
Tuttavia, molte informamni su un possibile coinvolgimento della componente genetica

derivano da studi in vivon modelli murini con diverse mutazioni

x kit (sul cromosoma 4q11) (GodKkdR 2010) efondamentale nello sviluppo e nel
mantenimento delle ICC. Quindi, in topi KiTsi ha una riduzione della
neurotrasmissione N@ipendente a livello del LES (Ward SM et al., 1998);

x spry2(Sprouty Homolog 2) (gene SPRY2 cromosoma 13q31) (Taketomi T et al.
2005).Spry2 € un inibitore del segnale tirogihinasico coinvolto nel pathway
GDNF-RET, fondamentale per lo sviluppo, il mantenimento della struttura e della
funzione del SNE (Barlow A et al., 2003; Ceccherini | et al., 1993jlidl cell
line-derived neurotrophic factor gen&DNF, codifica per il prodotto del gene
RET (earranged dring transfectioh. | topi spry2” hanno megaesofago e
incapacita di rilassamento del LES (Taketomi T et al., 2005; Gockel HR et al.,
2012), dovuto a iperganglionosi esofagea del SNE, quindi con caratteristiche
istopatologichenolto diverse daquelleclsei r i scontrano nel | 6ac:
ma fenotipicamente risulta molto similetopi spry2”- mostrano iperreattivita del
pathway GDNFRET, somministrand@anticorpi aniGDNF preserva il SNE da
iperplasia e dilataziond e | | 6 e s o f &ary@ si cafportadadrégolatore
negativo del pathway GDNRET (Taketomi T et al., 2005).

Nel |l 6demo stlenza di casi familiari suggeri sc
che quindi abbia una componente genetica. Inoltre, e stata trovata una correlazione

ssatistica fra | dacalasia con sindromi geneif

x ALADIN (alacrimaachalasiansufficienza di ACTH) (gene AAAS cromosoma
12g13) (TullicPelet A et al., 2000; Weber A et al., 1996).
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La sindrome di Allgrove € una malattia neurologica complessa d 75% dei

pazienti mostra acalasia come uno dei sintomi piu rilevanti (Gockel HR et al.,

2010). Ad essere mutata in questa patologia e la proteina ALARINSta

mutazione causa una totale assenza di cellule gangliari e fibre nervose nello
sfintere esfageo inferiore (Houlden H et al, 2002). Questa proteina favorisce |l
trasporto nucleare attraverso il complesso del poro della membrana nucleare. La

sua presenza sia nelle cellule neuroendocrine che cerebrali fa pensare ad un
possibile ruolo nello svilypo dei sistemi nervoso ed endocrino (Huebner A et al.,
2004).ALADIN f avor i sce i naolivetlornacledredda proteena di o
riparazione del DNA come | a DNA I|Iigasi |
di danno al DNA e morte cellulare. E intesaste notare che & stato riportato un

caso di un paziente con una forma di acalasia sporadica recante una mutazione nel
gene che codifica per | 0aprataxina, caus
(Hirano M et al., 2006; Murphy MS et al., 1989);

x Assochazione con la neuplasia endocrina multipla di tipo 2 (MENZ2) B, di preciso
una mutazione nella linea germinale éedbne 16 del protoncogene RET, sul
cromosoma 10911 che porta alla sostituzione di una metionina con una treonina
in posiziore 918, portand@d una inattivazione di RET, poiché questa mutazione
si trova proprio a livello del dominio tirosichinasicoLe mutazioni nella MEN
S i mani festano con unbdaumentata predisp
modello di ereditarieta autosomico dominaridé.questa famiglia fanno parte
anche la MENZ2A e il carcinoma tiroideddbollare (Gockel HR et al., 2012);

x Associazione con la sindrome di Down. 2% dei bambini con sindrome di Dowm
mostrano acalasia, questo probaleite € dovuto al fatto che vi € una
significativa riduzione dei neuroni presenti nel plesso esofageo dei pazienti con
sindrome di Down (Hallac C et al., 2012).

Le forme idiopatiche di acalasia sono molto rare, quindi un altro approccio previsto per
identificare eventuali geni candidati & stgteello di basarsi sulla ricerca di polimorfismi

a singolo nucleotide (SNPs) e classificarli in base al fenotipo
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Due esempi sono rappresentati @asido nitrico sintas{NOS) (geni nNOS,

INOS ed eNOS sui cromosomi: 12924, 17911 e 7q36) (Mearin F 419808,

Shteyer E et al., 2015);dal recettore per il peptide intestinale vasoatiigene

VIPR1 cromosoma 3p22) (Gockel HR10). | geni che codificano gli enzimi
prepost.i a NO a qudliiclmetpertano al /¥ Isdn® ottimi candidati

nello studiordel | 6ezi ol ogi a del | 6ac adsmeflitorn  dat o
inibitori (Park V eVaezi MF, 2005). nNOS nel LES ¢ il maggior produttore di

NO e |l a sua riduzione potrebbe portare
manife st a nel | 0 ashidR2GD3).iTapi NEsT a( kpar hi av i del | 6i so

nNOS)hannoipertensione a livello del LES e alterata capacita di rilassamento,

mimando una condizione sirakcalasica (Sivarao DV et al., 2001). Una

mutazione nel gene NOS1 e stata recentemente osservaw@ anchre | | 6 u o mo .

Tramite anal i si del | 6 esoma S i N osserv

insorgenza in eta pediatrica, la presenza di un codone di stop nel gene NOS1 sul

residuoTyrl202 in una posizione chiave per il legame dei cofattori (ad esempio

FMN, FAD, NADPH): questa mutazionabolirebbel 6 assembl aggi o ¢

della NOS al fine della corretta sintesi di NO (Shteyer E et al., 2B&bjuanto

riguardail VIP invece questoé codificato dal gen&/IPR1 che mappa sul
cromosoma 3p22 (Sreedharan SP et 2395).1l signaling VIP/VIPR1 & un
regolatore negativo dei processi inflammatori, infatti studi recenti hanno stabilito

che certi polimorfismi in VIPR1 possono portare a downregolazione

del | 6espressione di VI PR1 e agispostad i ad
immunitaria (Pozo D ®elgrado M, 2004)Polimorfismi in VIP soncspesso
associdta forme di acalasia a tarda insorgenza, suggerendo che la base genetica
delle forme ad insorgenza precoce e tardiva possa essere diversa (Paladini F et
al., 2009).
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NellaFigura6s ono r appresentati schemdVIRed®&ent e i

interstitial cell of Cajal

J

Figura 6: Rappresentazione riassuntiva dei possibili geie r el at i vi me
coinvoltire | | a pat oge n eadificatd @alGbckehHRael ah, 201 ( m

x polimorfismi HLA di classe I(Gockel | et al., 2014)] complesso maggiore di
istoconpatibilita pud essere associato a malattioimmunie come abbiamo gia
vist o | acal asia ha una . finfattitadeuni¢iloAmdp onent e
classe llrappresentano tipo cellulare predominante negli infiltrati a livello del
LESn e i pazient. a c a | aidrovagul.crorho§orhé Gp21cki cl as
contiene piu di 30eni HLA-DP, DQ e DR (Gebe GA et al., 2002) BILA-DQ &
stato il piu studiato per vedere se possa esservi una correlazione tra polimorfismi
nel | 6 HL A . Ie unmstudia di assoaiazione condotto da Gockel efual.
1068 acalasici e 4242 contrddli eosservatda presenza dilcuniaplotipi HLA e
polimorfismi amminoacidigiconmaggior rischio di acalastha t o inseéraidné 0
in posizione 2272234 nel dominio citoplasmatico ¢iLA-D Qb 1  (HiA n e
DQB1*0503e HLA-DQB1*060]) e come mostra leigura 7,1 6 i nser zi one Vi
a trovarsivicino al sito di legame del peptidperturbandola presentazione
antigenica.Maggiore suscettibilita e indotta inoltre daie sostituzioni di due
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resiclii amminoacidici in posizione 41 del dominio extracellulare di HDQ U 1 ,
ma non  chiaro il ruolo che potrebbero
due sostituzion{Gockel | et al., 2014).

Peptide

HLA-DQo1

HLA-DQB1
45

Figura 7: Stutur a tridi mensDQ
(modificato da Gockel | et al., 2014)
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2 Scopo

Lo scopo di questo studio é stajou e | | o di al | es tmolecelareuen 6 anal i
funzional e del |l 6acal as igeamomenidedi sequanziamentod i uno
al fine di investigare un ampi@rray di geni che potrebbero essere coinvolti
nell 6ezi opat og e diehadi quesa mdladtia.f or me spor a
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3 Materiali e Metodi

3.1 Reclutamento dei pazienti e dei tessuti

Per questo studio sono stati reclutati 42 pazeiminia caucasicee=2 0 dal | 61t al i a;
dal Belgio; 22 femmine; eta compresa tra8Bp con storia clinia caratterizzata, ovvero

con diagnosi radiologica e manometrica di acalasia primaria. Ogni paziente & stato
sottoposto a chirurgia e sono stati preleva@ ¢éampioni a tutto spessore di esofago

distale (muscolatura circolare e longitudinaten MP compra3. | Tessuti di controllo

sonostatpr el evati dal | 6 8demimepeta campresat@a-8%annd i vi dui
sottoposta c hi rur gi a per dsturbialtivello gastric@ assicorandagio o p e
che i tessutiprelevati fossero istologicaante non compromessk stato ottenuto il

consenso informato per ogni paziente arruolato nello studio e la manipolazione dei dati &

stata fatta in accordo con la dichiarazione di Helsinki. Lo studio & stato approvato dal
comitato etico (studio 42/2011/0/©protocollo #877/211).

32 Estrazi one allastankentod AelaA libreria e
sequenziamento dell 6RNA ( RNAseq)

C stato estratto | O6RNA da 4 pazienti con
Ri boPure E kit ( Ambilebigsieesofageeesond eoosematelino gi e s )
RNA later, quindi jer estrarre 150 ng di RNA é stggtor event i vam&®NA e r i mo:
later e il tessuto € stato tagliato in piccoli frammenti inferiori a 150 ng e omogeneizzato

in 10V di TRI reagent (soluzione monofasica contémdanolo e guanidina tiocinato)

cheserve per lisare le cellule e inattivare tutte le nucleasi presén.inogenat o st
incubato atemperatura ambienteTA) per 5 minuti al fine di innescare la completa

dissociazione dei complessicleoproteicisuacessivamenté tutto € stato centrifugato
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a 12000x g per 10 minuti a 4°C e il sovranatante e trasferito in eppendorf. Sono stati
successivameneeggi unti 100 €l di bromocl orlapropano
soluzionee stah vortexat per 15 secomdh massima velocita e incubata a TA per 5

minuti. Successivamente e stata eseguitacemarifuga a 12000 x g per 10 minuti a 4°C
perseparare in fasi la mijda fase organica rossa nella parte piu bagsa intermedia;
unaincolore e acquosapiuinaltoi n cui si trova IsonBNaA. 400 ¢
trasferitii n una nuova eppendorf da 1,5 ml a cui
100% il tutto vortexato a massima velocita per 5 secondi per favorire la precipitazione

del | 6 RNA. or@g stato poi &rasferito in un Filter Cartrie@ellection Tube e

il tutto e stato centrifugato a 12000x g per 30 secondi a temperatura ambiente, affinché
tutto il campi one pas sagsestepuatd attacatefiho, 6 o 1 | i
statol avat o con 500 ¢l di  Waltrs 30 seSondi diAperdan e Cc e nt
passardutta la wash solution attraverso il filtr&®ipetuto una seconda volta questo
procedimentog stata fatta una centrifugd & per 30 secondi per rimuovere la gk

wash solution dal filtro. Il filtro & stato trasferito una nuovaollection tube e sono stati

aggiunti 100t i Eluition buffer e il tutto & stato incubato per 2 minuti a temperatura
ambiente.L6 R N A stato rimosso dal filtroe gdesitato sul fondodel collection

tubanediante ulteriorecentrifugadi 3 0 s e ¢ 0 n da questh PuRt@Ud essere

conservato a80°C fino ad un anno. Lguantificazione é stata fatta con Agilent
Bioanalyzer 2100 instrument (Agilent, Santa Clara, CA, USA). Sono stateatiliz50

ng di RNA per la preparazione di ogni libreria sulla base del protocollo TruSeq RNA

Sample Prep v2 (lllumina, San Diego, CA, USA). Le molecole di PolRNA sono

state purificate a partire da 500 ng di RNA utilizzando sfere magnetiche legdigoad o

dT. A seguito della purificazione, | 6 mMRNA
random per la trascrizione inversa, dalla quale e stato ottenuto il cDNA a a sua volta

legato a degli adattatori di sequenza pagad. Il cDNA legato a questi adatiaté stato

a sua volta amplificato per creare una | i bt

tramite HiScan SQ platform (lllumina) con coverage a 75bp.
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3.3 Analisi dei dati di RNAseq

Le sequenze paireehd ottenute tramite HiScan SQ sono dfittate e allineate tramite

il tool AdapterRemoval (http://code.google.com/p/adapterremoval/) per escludere le
sequenze di bassa qualita e gli adattatagireads sono state allineate e mappate su
genoma umano di riferimento hgl®ttps://genome.ucsc.ejué con su pipeline
Bowtie/Tophat Kittp://ccb.jhu.edu/software/tophat/index.shtnhiduplicati di PCR sono

stati rimossi tramiteSamtools (http://sataols.sourceforge.net/). La quantificazione
del |l 6espressi one g e mrsoftware Pythonspachage htsapurd | t a
(http://Iwww-huber.embl.de/HTSeg/doc/overview.htmlzon Ensembl release 72
annotation feature(http://www.ensembl.ong La conta delle sequenze e stata

normalizzata conl pacchettoR-Bioconductor - edge c o me fAnumer o di

milioneo (cpm). Sono stati filtrati [ geni

campionisu 4 Questo hgermesso di includere 9616 geni, che sono stati analizzati con

il pacchettoR-Bioconductor limma peverificare se vi fossero esperienze significative
nel | 6 espr es ka fanpone ImhFetié statee utilizzata pereareun modello
lineare, e la funibne eBayes é stata utilizzgber calcolare it-test. | geni sono stati
raggruppati in ordine di differenza di significativita utilizzanoome unita di misura il

log2 (log2FC) e il P value E stato utilizzato il Multiple Experiment Viewer (MEV)
(v4.8.1) per raggruppare i dati ottenuti in due modi differergiustering gerarchico

(di stance: Manhattan; clusteri ngprintigai. hod:

Sono stati selezionati un totale di 111 geni espressi in mahiera f e r e Mitaldine( P O 10

di valutarneuna classificazione funzionale nei processi biologici e una eventuale
correlazione nei pathway cellulari. Questo tipo di analisi € stata fatta tramite i tools
PANTHER13.1 (Protein  Aalysis THrough Evolutionary Rationships;
http://pantherdb.orgle STRING. PANTHER € strettamente correlato con diversi
databases di genomidaterPro Consortiurper la claffificazione delle proteing Quest

for Orthologs Consortium andniProt. PANTHER contiene diverse informaziosulla
funzione e sulla filogenetica dei geni ottenudirettamente dalGene Ontology

t

r

r

q

€

ayv

Consortium (GO)L6anal i si ~ stata svolta wutilizzanc

Classification and overepresentatiofiests, usando il processe PANTHER GGSIlim
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https://genome.ucsc.edu/
http://ccb.jhu.edu/software/tophat/index.shtml
http://www.ensembl.org/

Biologicale per | 6 antalH @ s I exsdt with false tdiscovary rate (FDR)
multiple test correctionll databaseSTRING é stato utilizzato per vedere se vi fossero
correlazioni proteingroteina Le interazioni includono associazioni direttesigfhe) e
indirette (funzionali), derivanti da predizioni computazionali; ottenute dalle conoscenze

riguardanti altri organismi e da informazioni ottenute da altri databases.

3.4 Validazione dei dati

3.4.1Estrazione DNA

I DNA é stato estratto dsargue di pazienti acalasicon kit QIAGEN (QIAmp DSP
DNA Blood Mini Kit). In provetta di lisi sono stati aggiur&i0 ¢ | di QI AGEN pr

200digahguee 200 €| di iltutiornoptexatoper Ibisecdndll sampiane

e stato successivamernitecubato a 56°C per 10 minuti e centrifugato per 5 secondi

massima velocitéSonostata g gi unt i 200 gvortexdtoperddsacondileo 100 %
poi centrifugato a velocita massima per 5 secondi. Il lisato é tsteti@rito in QIAmp

Mini Spin Column ecentrifugato a 6000 x g per 1 minuto e trasfemtoun nuovo

collection tubeeliminando il tubo contenente il filtrato. Alla nuova QIAmp Mini Spin
Column sono stati agagi unedie stétdcentritugatad 6000t a mp o n
x g per 1 minuteeliminando successivamente il tubo di lavaggio contenente il filtrato e
sostituendol o con uno nuovo. Sono stati poi
e stato centrifugato massima velocit@&liminando nuovamente il tubo di lavaggio e
sostituenda con unauova Il prodotto e stato centrifugatovelocita massima in modo

tale da far asciugare completamente il filtt@ QIAmp Mini Spin Column e stata

posizionata in unanuova provetta di eluizioneaggiungendo2 0 0 ¢ | di t ampon
eluizione al centr della membrand.a colonnina & stata incubata a par 15 minuti e

centrifugaga 6000 x g per 1 minuto, in modo da eluire il DNA.
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3.4.2 Retrotrascrizione

L 6 R Necedentemente estrattoes@ato et r at t at o con | 6enzi ma D
| 6 e v e DNAWenbmico, €on inibitori delleinunv ol ume fi nal e di 10

Buffer 10X (Fermentas), 40 U di inibitore delle RNasi (Fermentas), 1 U di DNase |
RNase free (Fermentas), 1 eg di RNA e acdq
incubando a 37°C pe30 minuti. La DNase | e stat successivamenigaattivaia con

| "aggiunta di 1elL d65°ChH& T5AninGti0oLa retvbtrascrizioble 8 . 0

stata fattacconSuper Scri pt E 11| Reverse Transcriptase
retrotrascrittasi igegnerizzata da quella estratta dal Moloney Murine Leukemia Virus

(M-MLV) e purificata da cloni di E. coli esprimenti il gene pol modificato dMV. Si

tratta di una retrotrascrittasi termostabile che possiede una ridotta dRNése H,

cosicché ilfilamento di mRNA stampaon si degradidurante la sintesiPer la
retrotrascrizione sono serviti 1 ¢ L di RNA t re&Qngaitpoimeison DNa
esameri ci N6, 1 eL di d NfUte® e sfatoxincubdio ar6®AC ( | nv i t
per 5 minuti, per favoriréannealing dei random primers al filamento stampo di mRNA.

Sono statipoiaggi unt First8t eandi Buf fer 5X (Il nvitrogen
M (lnvitrogenE), 40 U di RNase OUT Recombi
200 U di Super Script |1 RT (lnvitrfatgenE) . I
con termociclatore 2720 Thermal €¢r (Applied Biosystems®) conml seguente

programma:

1 42°C per 30 minuti

1 inattivazione per 10 minuti a 55°C.

in parallelo vengono preparatiie reazioni di controllger stimare la specificita del

processo di retrotrascriziongella prima si aggiungalmixmasenza la retrotrascrittasi,

mentre nella seconda r e aportando &volanterconadgquan e a g ¢

entrambe le reaziorli.cDNA cosi prodotto € stato utilizzato come stampo per la reazione

di PCR, con la quale si &€ amplificata laiogg codificante di interesska PCR viene

fatta inun volume finaled 0 €L wutilizzando 10 eL di KAPA

( KAPABiosystemE), 0.6 €L di primecDNA 10 g M,
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e acqua a volume. La reazione e stata cdadottermociclatore 2720 Thermal Cycler

(Applied Biosystems®) con il seguente programma:

95°C per 3 minuti

ripetizione per 44 cicli degli step a 98°C per 20 secondi
58°C per 15 secondi

72°C per 15 secondi

= =2 =4 A -

72°C per 2 minuto.

La KAPA HiFi HotStart Readylix (KAPABIiosystem®) contiene al suo interno la KAPA
HiFi DNA Polymerase (KAPABiosystem®) una DNpolimerasi DNAdipendente
dotata di attivita di correzione delle bozze (proofreading). La KAPA HiFi HotStart
ReadyMix (KAPABiosystem®) contienenchedNTPs (03 mM di ciascun dNTP 1X),
MgCl2 2.5 mM 1X e stabilizzatodi reazionelLa validazione del prodotto di PCR € stata

fatta con corsa elettroforetica gal di agarosio al 2% in TBE.

3.4.3PCRReal time(RT-PCR

Questa e una tecnica molecolare che perrdetienplificare e quantificare dDNA, che

noi abbiamautilizzato pervalutarel 6 espr essi one dei geni CYRG6 1,
EGR1, AKAP6 e HSPA4L in diverse condizioni sperimentali. Il geeé&erence
(housekeeping)tilizzato nel nostro laboratorioBi g e n e u mextmachalviedel a b
utilizzato per normalizzare i livelli di espressiodei geni che stiamo testand®er

guantificare viene usato3YBER Greenuna sonda fluorescente in grado di intercalarsi

al DNA a doppio filamentoed emettee fluorescenza solo se legas#h DNA. La

fluorescenza e direttamente proporzioratgianto prodotto viene accumulato durante la

reazione di amplificazioneCon questda RFPCR sonad primersche determinano la

specificita.La formazione di omeaterodimere \ista dalla reatime come un aumentt

fluorescenza osservabile durante la reazione di,PQ&sto potrebbe contribuire a dare
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falsipositviDa |l | 6 amp | i f i c aadttiene quendi dna turva cor\aAdaraento
sigmoide dda quale & possibile estrapoé il valore che ci interessa con il metodo del
DeltaDeltaCT (op ¢gt)._Il volume finale di reazione e pariza5 eevéngono aggiunti
cDNA 2.0 1, SYBR GgMe(n4Oni xi @IXi, 60¥Crperiie r G
con al termine cur di dissociazine per favorire la specificitd_a curva di dissociazione

di un prodotto di PCR specifico si ha ad una temperatura di métidg82° C, mentre

quella relativa ad un prodotto di dimeri di primers avviene ad una temperatura inferior

dimeri di primer siassociano a temperature inferipfm = 75° C).

| primers utilizzati per la RIPCRquantitativasono:

GENE Primer Reverse Primer Forward

HSPA4L | CAGCATTCCAGTAACTTGCTCA GATCAGGCTTCCCTATGAACTG
CYR61 | GAACAATACATTTCTGGCCTTG GGTGGAGTTGACGAGAAACAT
CTGF | TACACCGTACCACCGAAGAT CACAAGGGCCTATTCTGTCACT
INPP4B | CGCATCCACTTATTGTCAGATG AAGTGTGCCCTGGTATGTGAAT
KIT ATGGGATACTCAGATGGGAATG GAGTCTGACAAGATACTCCAGCA
LIF ATGTTTCCAGTGCAGAACCAA CATTTGAGCATGAACCTCTGAA
EGF1 AAAGCGGCCAGTATAGGTGAT CCTGACATCTCTCTGAACAACG
CD69 TTACAGCACACAGGACAGGAAC TTGTTTCGTAGCAGAGAACAGC
AKAP6 | AGGGAGAACTCTGTTTCAAGGA GACCTAACCTATTCAGTCCAGCA
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3.4.4\Western Blot

Le proteinesono state estratte da biopsie esofagee fresche mediante sonicazidde in

e | di RI'PA buffer contenente inibitori di
cocktail). Il ciclo di sonicazionead una frequenza di 8D kHz (output power 2210W),

prevede i seguenti passaggpnicatore Bioruptor Pico Sonication Systeéfinl):

- 30 secondi TIME ON
- 30 secondi TIME OFF
- 8ciclia4°C.

Le concentraziondelle proteine estrattgono state determinate tramite corsa sul gel di
poliacrilammide al 10% e colorazione con Blu di Coomassie. Il gel di poliacrilammide e
formato da dueauti, stacking gethee costituito da acqua, 7 % Acrylamide/Bis Solution

(Biorad), SDS 0,1%, 125 mM TH4Cl a pH 6.8, 0,1% APS e TEMED (Sigma Aldrich).

APS e TEMED catalizzano la polimerizzazione del. &l running gelavviene la

separazione delle peihe in base al peso molecolallerunning gelviene preparato in

un volume finale di 10 ml con acqual,2 % Acrylamide/Bis Solution (Biorad), SDS

0,1%, 0,4 M TrisHCI a pH 8.7 APS 0,1%, TEMED (Sigma Aldricla denaturazione

ei lisati proteici avviena 99°C per 10 minuti. Al lisato vengono aggiuraading Buffer

4X (Tris pH 6.8 60 mMg !l i cer ol o 5-MercapBoBEp&nold 5%, blu di
bromofenolo 0,01%). La corsa elettroforetidane eseguitacon Runni ng Buf fer o
che & compostda Tris 25mM, Glicina 192 mM, SDS 0,1%, acqua distillBtapo la

corsa elettroforeticée proteinevengonotrasferite sul filtro di nitrocellulosa mediante

TransBl ot E Tur boEBIl otting Syst eRAD, #erc@lesV per
California, USA) verificandone | 6avvenuto trasferi
mediante Rosso Ponceala membranaviene siccessivamente lavateon acqua

bidistillata e saturata con Blocking Solution (Western Bre@zeermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA) per 30 minufiA e poi messa in incubazione 16 ore in agitazione

con gli anticorpi primari, diluiti alla concerdzione ottimale in TBS 1X (TBS 1X,

TWEEN-20 0,1%). La membrana di nitrocellulogane lavate8 volte per 10 minuti in

TBS-T 1X, vengono lasciati in incubaziomper 45 minuti alrA gli anticorpi secondari
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coniugagtcon | 6enzi ma HRP (se)diui$ia TBS& dX espoilaPer oxi d
membrana viene nuovamente lavatadeolte per 10 minuti in TBS 1X e a seguire 1

volta per 10 minuti in kD mQ.La rilevazione del segnale viene fdt@mite incubazione

per un minuto con un substrato di rilevazionessgile alla perossidasi Super Nova

(QIAGEN, Hilden, Germania) tramt e | 6 e s p o s i zSomorstati udizzatiCh e mi d o
seguenti anticorpi primari: ®IT (mouse, 1:750), INNP4Brébbit, 1:750), vinculina

(mouse, 1:10000)Sono stati utilizzati i seguenéinticorpi secondari: anthouseHRP

1:35000, antrabbitHRP 1:35000.

3.4.5Immunoistochimica (IHC)

Le reazioni di IHC sono state eseguite su sezioni rispettivamente di esofago fissate in
paraformaldeide (PFA) al 4%.campioni sono stati reidratathedante una serie di

lavaggi in alcoli a diluizioncrescent{xilolo- alcol 100%- alcol 95%- alcol 70%- alcol

50% acqua bidistillata)e infine PBS | legami aspecifici vengono schermati con
incubazione di 1 ora i Bl ocki ng Sol uti o-00 0,3%RP &8cBodicon Tr i
scimmia al 0,1% e PBQR). Gli anticorpi primari per IHC sono stati diluiti in PBS

quelli per IF sono stati diluiti in PBS con Triton200 0,1% e sono stati incubati 16 ore

a 4°C.Sono stati utilizzati i seguenti anticorpi primarkKCT (mouse,1:100), INPP4B

(rabbit, 1:100)Dopo lavaggio con PBE volte per 10 minutj)sono stati aggiunti gli

anticorpi secondari pdroraa temperatura ambiente, seguiti da ulteriori 3 lavaggi in PBS

da 10 minutiPer sviluppare la reazione é stata uti z z a-diaamindbanzidina @AB)

secondo le indicazioni del protocollo standd@AB500 IHC Select® kit; Merck
Millipore, Darmstadt , Ger many) . C stato as:
colorazione di DAB (0 = no colorazione; + = 1@ colorazione; ++ = 50990%
colorazione; +++ = 090% colorazione; tutt
ingrandimento 10x) in accordo con gli standard patologici. Le immagini sono state
valutate da tre persone differenti in doppio cieco. Il microscagibzzato per

| 6acqui si zione B u n5M NNikoro mstruments, Déisaetderf; a DS

Germany).
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3.4.6 Analisi Statistica

Differenze quantitative nella densitometria delle bande nel western blot sono state
cal col ate con | 0o p z ipPadeQuitkstat daculatod differenzet e s t S
significative nello score di IHC nei differenti campioni di biopsie sono state calcolate con

Fisheros test (tavole di contingenza 4 1 2)

36



4 Risultati

41Anal i si d e lamit®@ RNMA8egt ot al e tr

LORNA total e estr ati#¢paziehthdon acalabdia (2Fpetiicampresa o f a g e
tra 30 e 58 anni) e 4 controlli (3F; eta compresa tra 27 e 50 anni) e stato utilizzato per la
creazione di librerie e per il sequenziamento tramitenitia HiScan SQ Platform. | dati

ottenuti dal sequenziamento massivo sono stati quindi analizzati e filtrati allestendo in
seguito delle pipelines di espressi®Bne geni
Bi oconductor nel | 6aap Lountmper Mikiah GMR, nunelfoei c al ¢
sequenze che mappano a livello di uno specifico trascritto su un milione di sequenze
analizzate) ha permesso di individuare 111 geni disregolati nei pazienti con acalasia
sporadica, con una differenza di espressiwgdi acalasici rispetto ai controlli colORY

3, | criteri di inclusione hanno richiesto un valore di almeno 3 CMP in almeno 2 campioni.

Rispetto ai controllinei pazienti con acalasia 77 geni sono downregolati e 34 sono
upregolati. In FigureB potete osservae | 6 anal i si d ete Muldpéet i ef fe
Experiment Viewer v4.8.1, un software in grado di clusterizzare i geni tra loro e fare
undanal i si di fferenzial e, a l fine di pot e
espressione tra i pazienti e i controQuel | o che si nagiande @ che
concordanza, poichl@ddove i geni risultano essere upregolati nei pazienti con agalasia

nei controlli risultano downregolativeceversa
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Figura 8: concordanza di espressione differenziadearvata nei tessuti dei pazienti con acalasi:
rispetto ai controlli elaborata tramite software MeV v4.8rlrosso i geni upregolati in blu i geni
downregolati.
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4.2 Analisi dei geni tramite software PANTHER

PANTHER Functional Classification test (PANTHER &Dm Process) e un tool che

per mette di raggruppare i 111 geni di srego
funzione o proesso biologico in cui sono coinvoltigura 9): i.e. adesione cellulare,

sviluppo, biogenesi, processi immuni e metabolici e risposta a stimoli
(http://www.pantherdb.org/chart/pantherChart.jsgiTiype=1&filterLevel11&type=2&
chartType=1&save=yes&basketltems=all&zoom=1.25&trackingld=4DCA8C9DO0F5C
4649E3257CE82CFAC3EQuesta analisi € stata svolta utilinda come riferimento

| 6 H. sapiens e mostrando c¢che nasidvi soeot di g
principalmente quelli coinvolti nella fosforilazione, tra cui la cascata delle IM&RSi

(inclusi i processi di trasduzione del segnale intracellulari e la comunicazione-cellula

cellula), la regolazione del metabolismo del fosfato e procgissviluppo come

differenziamento e morte cellulare.

Biological adhesion (GO:0022610)
I Biological regulation (GO:0065007)

Cellular component organization orbiogenesis (GO:0071840)

Cellular process (GO:009987)
Developmental process (G0:0032502)
Immune system process (GO:002376)
Localization (GO:0051179)
Locomotion (GO:0040011)

Metabolic process (GO:0008152)

Multicellular organismal process (GO:0032501)
Response to stimuli (GO:0050896)

Figura 9: Processi biologici in cui sono coinvolti i geni (G&im Biological

processes) dsr egol at i nell 6acal asi a, i de
Classification analysis.
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4.3 Analisi dei network molecolari in cui sono coinvolti i geni

alterati nel |l 6acal asi a

Sulla base dei risultati che abbiamo otteralibiamceffettuatou n 6 anal i si per i de
inetworkinwisonocoi nvol ti i 111 geni di srtedgpol ati n
abbiamo utilizzato STRING

(https://stringdb.org/cgi/network.pl?taskld=u905yLo4L)2Gusando sempre come

genoma diriferimentol 6 H. sapiens e comes tbhaatciksgtriocuan dl Opi e
genoma. Dei 111 geni abbiamo osservato una correlazione in 104 di essi. Alcuni dei
pathway coinvolti Figura 10) sono principalmente implicati nei processi biologici come

ad esempio | o sviluppo, i di fferenziament c
la vascolarizzazione. Inoltre, come si evince dal riquadro rosso, molti dei geni convergono

su ¢KIT, uno dei geni che abbiamo selezionato per i saggi di validezdircui parlero

tra poco.
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Figura 10 interazioni proteinaproteina determinate tramite
analisi con STRING.cerchicolorati corrispondono aina proteina
mentre le lineecorrispondono aldifferente tipo di interazione
proteinaproteina

41



4.4 Conferma dei risultati di RNAseq

4.4.1PCR realtime quantitativa (FgPCR) su 9 gerselezionati

Questa seconda parte del progetto vautka validazione dei dati di disregolazione genica
ottenuti medanteRNAsem e i pazient. acal asi ci . Dei 111
sono stati selezionati 9 cdPO 10(Figura 11) al fine di validare i dati diwhole

trascriptome

CPM cases CPM ctrl

GENE name FC  p-value g-value ACHA_ 33 ACHA_16 ACHA_24 ACHA 37 CNT1 CNT2 CNT3 CNT4

CYR61 2.99 9.71E-06  0.05726272 363 356 132 247 2120 4524 1204 2663
CTGF 2.74 1.19€-05 0.05726272 881 698 314 732 7697 6250 2616 3927
INPP4B -1.63 1.42E-04 0.45427972 148 130 86 67 39 40 40 37
KIT 1.48 4.176-04  0.67914084 62 97 41 109 255 206 207 282
LIF 2.40 4.236-04  0.67914084 8 9 3 11 21 57 35 69
EGR1 1.95 4.65E-04  0.67914084 1135 1307 1357 1436 9172 3987 3377 9447
CD69 3.84 4.94E-04 0.67914084 13 5 4 5 58 109 46 365
AKAP6 -1.63 7.28E-04  0.72390603 129 136 68 162 84 34 51 30
HSPA4L -1.07 8.99E-04  0.72390603 87 65 a8 64 a1 32 38 33

Figura 11: Gruppo di 9 geni selezionati per la validazione iniziale

Abbiamo valutatd 6 espressi one di ®ORSRINAge mit amedi ars
estratto da 9 biopsie di esofago (7 acalasici e 2 controlli) mediante kit commerciale e
successivamee retrotrascrittot r a mi t eSupeGan® Reveise Transcriptase Il e

random hexamerdl cDNA che abbiamo cosi ottenuto e stato utilizzato per andare a

valutare mediantegRPCR | 6 espressi one dei seguenti ge

CYR61
CTGF
INPP4B
KIT
LIF
EGR1
CD69
AKAPG6

= =4 4 -4 -4 a4 - -
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1 HSPAA4L

Il gene normalizzatore endogeadle abbiamo utilizzato & a-actina.l dati sono stati
normalizzati utilizzando pool commerciali di RNA estratti da esofago di 5 individui sani
(AMSBIO), utilizzando il metodo deppC t

sono state condotte indipendentememter LIF e CD69 non abbiamo ottenuto dati

Léoanalisi di r-eGRr ot r asc
statisticamente significativi probabilmente a causa dei bassi livelli di espressione, come

gi© osservato dall éanalisi di RNAseqg, invec

la loro disregolazione anche tramite gRCR(Figura 12).

Gene RNAseq Real-time
(whole- qRT-PCR
genome)
(target gene)
CYR61 downregulated | downregulated
CTGF downregulated | downregulated
INPP4B upregulated upregulated
KIT downregulated | downregulated
EGR1 downregulated | downregulated
AKAP6 upregulated upregulated
HSPA4L upregulated upregulated

Figura 12: Validazione RNAseq tramite FPICR

quantitativa
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Per eKIT e INPP4B abbiamo ottenuto la conferchae & |l ©Her azi one .@iel | 6esp
istogrammidi seguito inFigura 13 mostrano livelli di mRNA di C-KIT eINPP4B sui

qualiabbiamo anche effettuato degli stoelativid | 6 espressi one proteic

2 C-KIT RT-PCR quantitativa

151 P=0.0134

0.5

ACHA CNT

INPP4B RT-PCR quantitativa

45
35
25 P=0.013
15

1
05
0

ACHA CNT

Figura 13: Livelli di mRNA in 7 pazienti acalasichACHA-r0sso)
rispetto a 2 controlli CNT-nero) valutati con RPCR
quantitativa
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4.4.2Western Blossu proteine estratte da tessuto esofageo

Tramite Western Blotabbiamo valutatd livelli delle proteine CKIT, INPP4B. Le

proteine (7 pazienti e 2 controllisono stateestratte daessuto esofageo mediante
sonicazione con Bioruptor Pico Sonication Systenper 8 cicli a 260 kHz.
Successivamente sono st at econrinibisoodippoteasee i n 100
fosfatasi.Le proteine sono state separate SB@E5PAGE e analizzate mediante Western

Blot. Per accertarsi della corretta estrazione proteamaite sonicazion® ¢ | di Il i sa
denaturato in Laemmé&ono stati caricasu gel di poliacrilammide al 10%, colorato con

Coomassie Blugrigura 14).

PAZIENTI ACALASICI CTRL

Figura 14: Coomassie Blue di proteine estratte
tessuto esofageo

I Coomassieha permesso di selezionarecampioni proteici con quantita di lisato

paragonatte e di correrne4050 € g d i sugel dispoliaanilammide per

I 6i mmun o d e tKE 155 kDa), INPP4B @107 kDa)Mediante blotting con

TransB|l ot E Tur b o E B lleogptoteinersgno Sayestraséerite su membrana di

nitrocellulosayalutandm e | 6avvenuto trasferilmearkero medi a

per la visualizzazione della banpieteica utilizzato d Dual Color MarkerL 6 i ndi ce di

normalizzazione € la vinculina endogeBa. | 6 an al i s aeé sthta fatsranite me t r i ¢
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il software ma g e LAmdhéda western blot sievinben aument o del | 6esg
proteica di INPP4Be una diminuzione di-&KIT confermanda dati di whole genome

sequencing(Figura 15).

A A AN
} / v / v /
a o GZ‘ GZ‘ OZ*
- & & 5 3 ¥ y
o) X S & & &
- - - cKIT

- : “ “ S NPP4B

—— — A S e Vinculin

(B) c-KIT INPP4B
a MO P = 00003 g P =0.0381
g 1200 E 1200
=
8 1000 8 1000
5 &
£ 800 2 800
2 o
2 600 2 600
©
_g 400 @ 400
= 20 5 200 l.i.
(14 0 & 3
Acha patients' tissue biopsies  Control tissue biopsies Acha patients’ tissue biopsies  Control tissue biopsies

Figura 15: analisi di Western Blot su proteine estratte da tessigofagieo che conferm
| 6alterazione dell 6espressione dei due g¢
in nero.
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4.4 3 Immunastochimica(lHC) sviluppata con tecnica DABuU

biopsie a ttto spessore

Al fine di confermare i dati divestern blot e per determinare la localizzazione cellulare
diINPPABeeK| T abbi amo eseguito undanali si di ||
su 6 CTRL e 18 ACACome si evince ifrigura 16 il numero di cellle ¢KIT-IR (con

tipica forma delle 1 CC) = pi¥%¥h basso in ACA
eseguita con il test di Fisher e mostraRen0.0005. Rispetto ai CTRL, la marcatura con

INPP4B € piu intensa in ACA rispetto ai controlli. Nei casi IMBRositivi, la marcatura

e localizzata in differenti tipi cellulari, incluse cellule muscolari e gangli del plesso
mienterico. INPP4B nei CTRL & molto ridotto o quasi completamente asdente (

0.0023).

c-KIT immunostaining P =0.0005
25 7 ettt St 1
control achalasia ' ~
20 1
—
15 4
10 +
5 ‘ -
0 L} L
controls achalasia
0 + ++
P=0.0023
INPP4B immunostaining 25 - e e K
control achalasia 20 4 .
AT e - 15 A
4 R 10
5 -
0 Ll L)
controls achalasia
0 + ++ +4++

Figura 16: IHC per ¢KIT e INPP4B. | controlli (control) sono a sinistra, mentre i pazie
(achalasia) sulla destra.e frecce indicano la presenza di cellule marcate scale bar
sono a 100 pm.

47



4.4.4INPP4B:importanza nel signaling di Akt?
INPPBr i sul ta esser e o0 VvRanmaa bl.pcoleghshannmipotliziatba c al as

che INPP4B é coinvolto nel signaling di Akt (proteina chinasi B), nella crescita e
sopravvivenza cellulare. Akt pud essere attivato parzialmente in TH&WFEDKI,
rimanendolegato alla membrana, oppupel0 essere attivo nella sua massima forma

tramite fosforilazione del residuo Ser4@& parte di mTORC2 (Bhaskar PTHay N,

2007; Brugge Jetal.,, 20D0Unaument o del | 0 e s patrebkesdur@n e d i ||
livelli di Akt (Ranjan M et al., 2013Abbiamo costeciso tramite western blst andare

a valutare se a seguito dell dalterata espr e
fosforilazione delle diverse isoforme di Akt (Akt, -Bkt(Thr308), pAkt(Ser473)).

Abbiamo caicato su gel le stesse proteine sonicate da tessuto utilizzate per il western

blot, ma utilizzando come normalizzatore endogebbiamo utilizzatd a-actmna (42

kDa). Avendo le tre isoforme di Akt pesi molecolari molto simili (intorno ai 60 KDa),

abbiano cari cato i campi oni in doppi o su due ¢
actina e nellodaltro | e due i sof owstnppingf osf or i
della membrana. I risultati nellgura 17 sono comprensivi di analisi densitetrica

delle bande. A parita di espressione della protesference( factina), si evince che le

due isoforme fosforilate di Akt mostrano una minore espressione, confermando che nei
pazienti acalasici | upr egol awziadelsegnatei | NP P4
Loanal i si densitometrica mette in luce i/

riduzione della fosforilazione di Akt, in particolare sulla Ser@#8stP=0.0495).
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Figura17.p-Akt =~ downregol ata nell ¢

delle due pAkt (Serd73 e Thr308) e Akt totale nei pazienti acala
(achalasia patients) e control{controls). Alla base del riquadro vi
i nvece | 6anal i si guantitative
esperimenti sono stati riprodc
fatta tramite ttest.
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5 Discussione

E ormai noto che leofme primarie di acalasia causino danni significativi della motilita
esofagea, portando ad un complessivo deterioramento della qualita dQuéata

patol ogi a per present a undeziopatol ogi a

indicano che é necessaun insulto sia di tipo inflammatorio, immusoediato, anticorpi
circolanti antineurone pemnescare la malattia (i.e. ganglioniti mienteriche causate da

herpes virus) (Moneen A e Boeckstaens GE, 2016). La predisposizione genetica causata

dagliHLApuocomt r i buire all e anomalie sviluppate n
A (Al'l groveds syndrome) sono state ben car a
nell 6i nsorgenza del fenotipo acal asi a, dov

riscontratain tutte le famiglie(Tullio-Pelet A et al., 2000). Un altro esemg@do stop
codon nel gene che codifica per NOS1 riscontnatdue fratelli, i quali mostravano un
quadro clinico molto severo con anche acalasia. Nonostante tutto, la maggior parte delle
cause alla base del | 6ac aleaypérgquestoonfattichesio st at
e ancora molto lontani dalla possibilita di creare w@napia targetin quanto urprimum
movensnon € ancora stato individuato. Questo studio ha infatti avaree cbiettivo
quello di comprende il pathwaymolecolare che viene ad essemnvolto ealterato
nell éacal asia. Al fine di trovare nuovi tar
pazient. con acalasia nei egenica ftramiteahmle i a mo v ¢
transcriptome analysis. Tramitguesta analisiabbiamo indriduato 111 geni con
espressione alterata. La classificazione fu
effettuata tramite due tool bioinformatici, PANTHER e STRINGrisultati hanno
mostrato che vi € una ovesippresentazione dei processi fosforilativi, comunicazione
intracellulare, processi di sviluppo/differenziamento, inclusa morte cellulare. Questi dati
suggeriscono che vi sia uno sbilanciamento nei procesgirtie/sopravvivenza cellulare,
dove la morte cellulare non causa solo la perdita di neuroni a livello esofageo, ma proprio
una degeerazione generale del tessui@egno di nota il fatto che Palmieri e colleghi
abbiano osservat o inandi paziebticonadaiasiaiun sigeiflcativor as cr i
aumento di processi neudmouscolari e neurammuni. Questi dati suggeriscono che
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| 6acal asia sia | a conseguenza di una degene
principalmente causata da processi infigaori cronici diretti versd plesso stessdra

questi geni alterati, abbiamo confermato tramite-tiea¢ qPCR la downregolazione di

c-KITe | 6 upr e gNNP4Bzla downesgolhzione di-KIT, validata tramite sia

western blot che immunoistochimica conf er ma e avvalora | 6ip
patologia si abbia una perdita del normale network delle ICCs. Quindi, questi dati
suggeriscono che SCF, il maggior ligando-#il&, non riesce a mediare il mantenimento

e la sopravvivenza delle ICCs, comecséosse una morte cellulare programmata. Dato

che le ICC hanno un ruolo fondamentale nella motilita esofagea, una loro perdita puo
essere al | aziorneaddlanotiliteechel sihaHreitpazierd con acalasia. INPP4B

codifica invece per una inositopolifosfate4-fosfatasi di tipo 1B, un regolatore negativo

di Akt. Questo indica che nei pazienti con acalasia, essendoci questa upregolazione si ha

un aumento di segnali di tipo inibitorio sulla sopravvivenza celly@gando quindi ad

un correlat@umento dei geni coinvolti nella morte cellulare. Infatti, nei tessuti di pazienti

con acalasia si osserva una diminuzione della fosforilazione della Ser473 in Akt, che e
fondament al e per | 6attivazione di guest a
sopravvivenza cellulare a lungo andare pud portare al danno tisfatadi®, dato che

molte terapie antitumorali studiano il pathwakt/INPP4B, si potrebbe valutare lo

sviluppo di una terapiad hocperquesto tipo per i pazienti con acalasia primaria.

In conclusione, i nostro studio ha sottol
undalterazione del |-KiTeesIlPP4Bs rispettivaraentel dowed ue gen
upregolati. | nostri studi potrebbero fornire le basi per una ricerca futura iadéiaz

cercare nuovi target terapeutici per i pazienti con acgbasieria.
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Prefazionesecondo argomento

Quesb studio € stato svolto in collaboraziooen il Laboratorio diNeurochimica del

Sonnodel Professor AmIiciBIBINEM d el | 6 Un i v e r)sTramite udmodeBoo | o g n a
in vivo di torpore artificialericreato dal gruppalel DIBINEM stiamo studiando i

meccanismi fisiologici alla base delle malattie neurodegenerative noteTanpatie. E

noto ormai da tempo che durante lo stato ipotermico che si vedlifiGnte il torpore

naturale si hanno dei meccanismi neprotettivi che esitano nella salvaguardia del

neurone dalla degenerazione. E molto interessante scoprire se effettivamente anche in
mammi feri non ibernanti, i ntficiale,siandpesdntdi pot er
i meccanismi di modificazione pestiduzionale chproteggonde strutture nervose. Lo

studio che abbiamo svolto sul sistema nervoso centrale ha portato alla pubblicazione di

un lavorosu Frontiers in Neuroanatomy di cui sono-aatrice e sul quale si basa la

maggior parte di questo argomento, ma anche di un abstract presentato al congresso
congiunto SIFFEPS tenutosi a settembre 2019 a Bologna. Essendo le malattie
neurodegener ati ve pat ol oingiote abhiamy sposiatd &an t | pe
nostra attenzione anche sul sistema nervoso enterico, quindi mostrerd anche dati

preliminari su questo tratto.
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Phosphorylation and Dephosphorylation ofTau Protein During Synthetic Torpor
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Stanzan?, Alessandra OcchinegrdPierfrancesco ChiavettaDomenico Tupone’
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! Department of Biomedical and Neuromotor Sciences, University ofgBaldBologna,

Italy, 2 Department of Veterinary Medical Sciences, University of Bologna, Bologna,

ltaly, ® Department of Neurological Surgery, Oregon Health & Science University,
Portland, OR, United States

Tauprotein is of primary importance for many @nglogical processes in neurons, where
it affects the dynamics of the microtubule system. When hyperphosphorylatda(RP
Taumonomers detach from microtubules and tend to aggregate firstly in oligomers, and
then in neurofibrillary tangles, as it occursa group of neurodegenerative disorders
named thauopathies. A hypotherm@ated accumulation of PPau, which is quickly
reversed after the return to normothermia, has been shown to occur in the brain of
hibernators during torpor. Since, recentlypur lab, a hypothermic torpdike condition
(synthetic torpor, ST) was pharmacologically induced in the rat, 4b@nnator, the aim
of the present work was to assess whether ST can lead to a reversibbu PP
accumulation in the rat brain. PRauwas mmunohistochemically assessed by staining
for AT8 (phosphorylatedTau) and Taul (nonphosphorylatedTau) in 19 brain
structures, which were chosen mostly due to their involvement in the regulation of
autonomic and cognitive functions in relation to bebeali states. During ST, AT8
staining was strongly expressed throughout the brain, Whilel staining was reduced
compared to control conditions. During the following recovery period, AT8 staining
progressively reduced close to zero after 6 h from ST.edewTau1 staining remained
low even after 38 h from ST. Thus, overall, these results show that ST induced an
accumulation of PHauthat was, apparently, only partially reversed to normal during the
recovery period. While the accumulation of -P& may only depend on the
physicochemical characteristics of the enzymes regulateng phosphorylation, the

reverse process of dephosphorylation should be actively regulated, also -in non



hibernators. In conclusion, in this work a reversible and widespred@&&ccumulation

has been induced through a procedure that leads-hibemator to a degree of reversible
hypothermia, which is comparable to that observed in hibernators. Therefore, the
physiological mechanism involved in this process can sustain an \sdagguronal
response to extreme conditions, which may however lead to neurodegeneration when

particular intensities and durations are exceeded.



Abbreviazioni

- AD: Malattia di Alzheimer

- KO: Knock-out

- LTD: Depressione a Lungo Termine

- APP: Proteina Precussr e Del | 6 Ami | oi de
- PART: TaypatiaTauCorrelata

- SNC: Sistema Nervoso Centrale

- EEG: Elettroencefalogramma

- tGl: tratto Gastrointestinale

- TS: Torpore Sintetico

- HR: Heart Rate, frequenza cardiaca

- HLI : Heat Loss Index, indice di perdita di calore
- TC: Temperatur&entrale

- BAT: Tessuto Adiposo Bruno

- TA: Temperatura Ambiente

- LD: Light-Dark

- aCSEF Liquido Cerebrospinale Atrtificial



1 Introduzione

1.1Espressione e Struttura della Proteiiiiau

La proteinaTau umana e codificata dal gene MARTmicrotubule-associatd protein

Tau gene, che e formato da 16 esoni localizzati sul cromosoma 17921 (Andreadis A
2006) . Nel | 6 e nTawefstath rscontrata pripcipabtergd neianeuroni ma
anche a livelli basali nella glia e extracellulare (LoPrestiP etal., 1995 nc e f al o umar
alla fine dello sviluppo contiene sei isoforme principali di questa proteina, che sono
generate dallo splicing alternativo degli esoni 2, 3 e 10. Queste isoforme differiscono sulla

base della presenza di un inserto di 29 aminoacidi vacihottedninale, codificato dagli

esoni 2 e 3; inoltre, le diverse isoforme possono anche essere categorizzate in base al
numero di ripetizioni (3 o 4) che possono essere presentit@n@nale. Lo splicing
alternativo del | 06e s mheeéspésdo associato & divéhaaatmep or t an't
(Dickinson DW et al., 2011). La proteiffau e idrofilica e altamente solubile: la sua

isoforma piu lunga, la 2N4R contiene 80 residui di Ser o Thr, 56 residui negativi di Asp

0 Glu, 58 residui positivi di Lys oy e 8 aromatici di cui 5 Tyr e 3 Phe. Nel complesso

la proteinalTaué una proteina basica, ma vi € una discrepanza di distribuzione di carica,

i n quanto i -ternhalersens pridapalmented dcidiNnentre i 40 al C

terminale neutri. Questa asme t r i a di carica  importante
microtubuli e altri partners cellulari, per il ripiegamento interno della proteina e per

| 6aggregazione con altre proteine. La prote

i n base alcdhnG miorotubuli @ mibasa al tipo di aminoacidi: microtubule

(@}

assemblydomainal-€Cer mi nal e e pr ot¢rrimake.iAdumiongd diquasiin al |
due domini vi &€ una regione ricca di residui di Pro che contiene sette domini PXXP, che
serve come sitali legame per le proteine segnale con il dominio di omologia SRC 3

(SH3), come la tirosina chinasi FYRigura 1).
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Figura 1. struttura della proteinaTau microtubule-assemblydomain al C-terminale
contenente il dominio di sequenze ripetute e la regione fiancheggiante. Il dominio
~ responsabile del
projection domaina | Hedniinale invee non ha contatti con i microtubuli. La regior
intermedia ricca di Pro (aa 152 4 3 )
MAPK e JNK, siti fondamentali di fosforilazione néllaypatie. (modificata da: Wang Y ¢

ter minal e

Mandelkow E, 2016)

Léinterazi
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| egameTaall

una regione

con quest a

formare fasci neurofibrillarftautangles)neld t o s o |

di pr eatre il noai dbe

(noto

anche

target

tirosina chinasi
targeting possinaptico (Lee G et al., 1998; IttneMLet al., 2010). L& aumonomerica
si aggrega a formare polimeri fibrosi elicoidali di 20 nm di spessore che si incrociano

periodicamente ogni 80 nm formando filamenti, che a loro volta si unisco tra loro a

dei

neuroni , asso

come UB). Nonost

questa proteina ha la caratteristica di trovarsi in forma non ripiegatamericain una

conf or mazi

all aggregazi one.

one

i ntnraitnasdbe c ament eundi stoerdden z a

T4 @uo danntpre eaggredataa lipeflooldcae n a

guando interagisce con particolari proteine ed elementi cellulari (ad esempio i
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microtubuli) (Kadavath H et al, 2015; Gruning CS ef 2011). Sebbene la natura di
guesta proteina tenda a conformazioni non ripiegate, globalmente tende ad acquisire una
di sposi zi one a- iga-ermihatetet domini ripetutiénteagistofoNra

loro (Jeganathan S et al., 2006). Questa aomiizione potrebbe proteggere Tau

dal | 6aggregazi one, {i#Ntermitake potrdbliedalvorira.iQuandoi o n e

la proteinaTauaggrega, i domini ripetuti formano il core del polimero fibroso, mentre
| G&IIC-t er mi nal e f o rndedinitamestéroellrcareecbnbignes foglielti,
mentre | 6envel ope esterno prende anche

individuare con la maggior parte di tecniche laboratoristiche (Wegmann S et al., 2016).

La fosforilazione dell@aué reglata da condizioni ambientali, tanto che la forma fetale
contiene piu domini fosforilati della forma adulta (7 contro 2 domini fosforilati).
Nell 6Al zhei mer i domini fosforilati sono

d

ci

85sitichepossonses er e f osforilati i n questa protein

pit lunga 2N4R, e molti di questi siti sono accessilwlbsella forma non ripiegata
(Hanger DP et al., 2009). Le proteina fosfatasi 1 (PP1), 2A, 2B, 2C e la 5 sono state
implicate rella desfosforilazione delldau Tra queste, la 2A € quella che si occupa del
70% del l 6attivit”™ di defosforilazione di
e ridotta dal 20 al 40% nella malattia di Alzheimer (AD) (Gong CX et al., 1998).

ri duzi one del Il dattivit?” del | a fauumfaat asi

modificazioni postradwe i onal i nel dominio catalitico
della fosfatasi stessa 0 un aumento degli inibitori della fosfatasi. Degno di fetta il

che le fosfotasi a differenza delle chinasi sono piu sensibili ai cambiamenti di

temperatura, infatti | 6i potermia inibisce

sono inibite in maniera lineare. Questo potrebbe spiegare perché durategb le

qu

F

nell 6i potermia indotta da anest @a(Planelsi o0sse

E et al., 2004; Arendt T et al., 2003; Planel E et al., 2007). La fosforilazioneTdeléa

fondamentale nel controllare le funzioni fisiologiche di qaesolecola, inclusa la

capacit?’ di |l egar si ai mi crotubul.i e quin

microtubuli stessi. Infatti, la fosforilazione da parte delle chinasi MARK, PKA o
CAMKII del motivo KXGS (in particolare sulla Ser262) sul dominipetuto dellarau
puo scatenare il distacco delfau dai microtubuli, invece, la fosforilazione su motivi

Thr-Pro o SetPro sulla regione adiacente non influenza il binding dellaai microtubili
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(Lu PJ et al., 1999). La proteiffau puo essere soggetta altri tipi di modificazioni
posttraduzionali come la glicosilazione, glicazione, deaminazione, isomerizzazione,
nitrazione, metilazione, ubiquitazione, sumoilazione e rimozione dei gruppieCN-
terminale. Infatti, negli encefali di pazienti con AD és osservata la presenta di N
glicosilazione, che sembra mantenere e stabilizzare i polimeri filamentd@siudin
generale, tutte queste modificazioni sono state riscontrate nei polimeri di prbdejna

dove probabilmente favorisce il processo di aggreone (Watanabe A et al., 2004).

La distribuzione delld aué regolata da fattori ambientali, infatti, nei neuroni giovani si

trova principalmente nel corpo cellulare e nel neurite. Nel neurone sviluppato invece si
accumul a princi p assame a ineninage qlantitaenéi demdritdeenkeil 6
nucl ei . ! meccani smo che porta a questa di
non & ancora stato completamente chiarito ma sembra essere associato al fatto che

| 6 MRNA Talthdé a localizzar i nell a regione prossi mal e
livello somatodendritico la proteifaauha un turnover molto piu elevato rispetto a quello

che ha a livello assonale. Comunque, il sorting di questa proteina sembra essere
influenzato anche dal tipo dsoforma, in quanto isoforme diverse presentano una

distribuzione diversa nei compartimenti cellulari (Wang Y e Mandelkow E, 2015).
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1.2 Ruolo Fisiologico della Proteindau

E stata originariamente identificata come proteina associata ai microtubuli, ma
recentemente sono emersi alcuni nuovi ruoli. Come precedentemente dé®o,da
principalmente distribuita a livello assonale, dove interagisce con i microtubuli attraverso

| 6ausilio dei domi ni ripetuti e Tawepuor egi oni
stabilizzare i mi crotubuli, favorirne | 6ass
tubulare che permette la riorganizzazione del citoscheletro. La profemai lega

nel |l 6i nter f ac-@i-ébutina su alcuni dpeaifiei residui dQuandb si lega

ai microtubuli laTau non € in grado di aggregarsi perché i due esapeptidi VQIINK e

VQI VYK, essenzial. per | 6aggr Bopeazgraffettae , f av @
che rende larau inerte (Kavadath H et al., 2015). Inoltre, puo controllare il traffico

assonale in diverse maniere: 1) competendo con chinesina e dineina nel legame con i
microtubuli; 2) riducendo il numero di proteine motore accop@atele proteine cargo,

interferendo quindi nel trasporto assonale; 3) competendo con altre proteine cargo nel
legame con chinesina e dineina; 4) regolando il rilascio delle proteine cargo da chinesina

e dineina, a t -teiminaenadfasfatad?Pa enla glieogehodsidtasi chinasi

3b (GSK3b) ; 5) i nteragendo con |l a subunit”
| 6i nt er az i edmena, fortifccandotquirbduilmeccanismi di trasporto (Wang

Y e Mandelkow E, 2015). Si puo dire chellausenbra essere essenziale per il trasporto
assonale, | 6allungamento e | a maturazione ¢
knock-out (KO) per laTaunon mostrano formazione del neurite, invece, overespressione
dellaTaufavorisce la formazione dieuriti anche di tipo nomeuronale (Knops J et al.,

1991).

Al contrario, la funzione fisiologica delldau a livello dendritico non e ancora stata

compresa del tutto. Probabilmente in questo contesto & coinvolta nella regolazione della
plasticita sinaptia , dato che in culture neuronal.] mu
farmaci induce la traslocazione dell@au endogena dai dendriti al compartimento
eccitatorio postsinaptico (Frandemiche ML et al., 2014). In culture neuronali e in vivo, in
condizioni fsiologiche e di stress ipertermico, Teau nucleare sembra mantenere

|l 6integrit?’ del DNA genomico, del |l 6RNA <cit
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2011).E emerso da recenti stuctie topiknock-out per la protein& aumostrano alcuni
cambiamenti inrsenso patologico che attestano il coinvolgimento di questa proteina in

attivita neuronali, neurogenesi, trasporto del ferro e depressione a lungo termine (LTD).

I nfatti, | 6 e s pr elauprioteggecdalld fossitita extsacellulare vaashta i di

dall daccumul o di Ub o altre esotossine in |
del |l 6amil oi de (APP), la APP wumana e |l a pr
i ppocampal e nell 6adulto  severamelak e compr
knockout( Hong XP et al ., 2010) . L hauootssiota | o  d i

a livello della substantia nigra e il declino nelle funzioni locomotorie sono stati osservati

in topi di 12 mesiTau-Knock-out( L e i P et al ., TabdplozgusareL 6 as s er
accumul o di ferro nel n e ur oeficedella supetfieien d o | 6 a

cellulare.L6 A P P d interagisde con la ferroportina alterandtralsporto del ferre
inducendo uno stato di tossicitali accumuli di ferro sono stati assati in diverse aree
cerebrali in concomitanza a livelli di proteiff@au non solubile. Recenti studi hanno
mostrato che lalrau ha un ruolo importante anche nella plasticita: tkpockout
mostrano a livello ippocampale in CA1 deficit nella LTD ma nohpao¢enziamento a

lungo termine sia in vivo che ex vivo (Kimura T et al., 2014).

1.3 RuoloPatologico della Proteina Tau

La base dellaneurodegenerazion€auvmediata deve ancora essere elucidata. Nelle

Tauwatie familiari la mutazione del gene MAPT sembssere il motivo principale alla

base del | 6 aggr e dgrauzma oalleforrdeesporadichgpconoeta@ esemgio

nel | arigder scatenante non € ancora noto.Tlaepatie possono essere classificate

in tre gruppi i n b @aukscoatiath egli agyfegati: Tmepatid i prot e
4R come la degenerazione corticobasale (CBD); le 3R come la malattia di Pick (PiD) e

l e 3R+4R come | 6AD. General ment e, S i Supp
ad una perdita di funzione, neurotossi@taccumulo della proteindau (Wang Y e

Mandelkow E, 2015).
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E attestata la presenza di pitl di 80 mutazioni sia nella regione esonica che intronica del

gene umano MAPT che sono collegate a div@eagpatie come ad esempio la CBD e la

demenza frontotemporat®n parkinsonismd7 (FTDR17). Queste mutazioni possono

essere classificate come mutazioni missenso, che alterano la sequenza dellalpwgteina

e mutazioni che causano splicing alternativo, che cambiano il rapporto delle diverse
isoforme della proteinsenza esitare nella produzionddumutata (Kouri N et al., 2014;

Coppola G et al., 2012). La maggior parte delle mutazioni missenso (ad esempio: G272V,
N279K) si trova a livello del microtubuliginding domain, causando una riduzione

del | 6af fmirirtot upperd i1 € una maggior tendenza
al ., 2000; Hong M et al ., 1998) . Undaltra
missenso puo essere un effetto neurotossico. Ad esempio la mutazione R5H/R5L é fuori

dal microtubulebinding domain, ma € in grado di distruggere la capacita di legame della

Tau alla p150 del dynactisomplex, cofattore essenziale per il funzionamento della

dineina, interferendo in questo modo con il trasporto assonale. La maggior parte di
mutazioni splicingis trovano a |ivello dell édintrone
del | 6esone 10 portano ad un aumento dell e
del | 6i sof or mau rispeRo atlae BR. aProbabilmente la propensione

all daggr egazi on eledue isofowvne lhaano anh differarttet capacitahdie
stabilizzazione dei mi crotubul i, cosicch

maggior capacita di aggregazione (Wang Y e Mandelkow E, 2015).

Data | a natura unfol ded cogakidnanomp & iothited, n a

aO)

nonostante tutto I@au é causa di molte patologie neurodegenerative, a tal punto che si

parla anche di una vera e propFapatia etecorrelata (PART), nonostante resti dibattito

aperto se questa patologia rappresenti sempéiceh e | 6i ni zi o del | 6 AD,
attestato un vero e proprio danneggiamento della componente cognitiva. Come abbiamo
discusso in precedenza vi sono due corti esapeptidi che risultano essere fondamentali per

| 6i ni zi o del |l 6aggr etg guesticone dispostioa forimake dalle r ma |l m

regioni cerniera che, qualora venissero meno favorirebbero la tendenza della pianieina

ad aggregare, innescando la formazione dei foghettid e | cor eforilation®@ | t r e, I
di alcuni siti rendema ggi or ment e i ncline .|IPateineTact ei na ¢
i perfosforilate di encefal o con ArDaremostr an

aggregati fibrillari, ma non e noto se siano fondamentali 0 meno altri cofattori per questo
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evento. Al contrario, € noto che la fosforilazione di alcuni siti sia protettiva contro

| 6aggregazione (Schneider A ometdi alaune specid 99 9 ) .
e duranteindme ptod ®ir ani | i 0 S s e r-hkedella protgna,r f osf or
ma non | 6aggregazi one, i ndicando che quin
condizione non sufficiente ad indurre la formazione dei polifitgosi (Arendt T et al.,

200 3; Pl anel E et al ., 2007) . Al contrario

essere indotta anche tramdofattori polianionici, senZasforilazione E percio possibile

che al cuni cof at tionedellaTaumelsic®iADboe |l élagglraghas
i n gualche modo possa accelerare questo evc«
Tau ai microtubuli (Goedert M et al., 1996; Wang Y e Mandelkow E, 20ARuni

particolari domini della proteina, se esfi, potrebbero essere pranil | 6 aggr egazi on
predisposti a formare i foglieth d e | core. 1 meccani smo al
aggregazione é dnucleaziond elongazion6 : da pol i meri di prot ei
patologici predisposti ad aggregarche a loro volta vengono distribuiti ai neuroni
sinapticamente collegaiClavaguera F et al., 200Figura 2).
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Exosome

Figura 2: meccanismo di trasmissione dellaupatologica. a) in neuroni
in prossimita mediante esocitosi come in 1 e 3 oppure tramite esosc
b) tramite degenerazione dei teminali presinaptici che causa il rilasci
Taupatologica che diffonde con i meccamii precedentemente citati n
neur oni l'imitrofi e comincia I
si sa bene quando vengano innescati i meccanismi patologici in qual
Tau non viene trasportata con meccanismi retrogrddiodificata da:
Wang Y eMandelkow E, 2016)
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La perdita di funzione della proteirfaau € sempre stata correlata ad aggregazione ed
iperfosforilazione. Pit nedl s peci fi co, | 6i perfosforilazio
ripetut. riduce l 6affinit?’ di | egame ai r
disassemblaggio di questi ultimi, portando ad un deficit del trasporto assonale.
Léaggregazi on e livelhd ®aoselubdeifumgionanté chesai suaivolta puo

portare a disassemblaggio dei microtubuli. Inoltre, dato che la prdtair@coinvolta in
numerose funzioni come ad esempio il trasp
protezione del DNA neonale, la perdita della funzionalitd di questa proteina puo

innescare neurotossicita attraverso alcuni di questi meccanismi (Kimura T et al., 2014).

E stato pero provato che la formazione dei grovigli neurofibrillari di profE#ngtipici

del | 0 A Do essostessslaocausa di danneggiamento delle sinapsi e dei tipici deficit
cognitivi della patologia, ma potrebbero, nel breve termine, costituire un evento
protettivo. Infatti, in linee cellularmurine transgenichgknock-out/wild-type per la
proteinaTauumanag, e stato provato che la perdita dalieapsi e i deficit cognitivono

eventi che avvengono sia prima che in assenza della formazione di aggregati fibrillari di
proteinaTau, dimostrando che il danno potrebbe dipendere anche dalla presefiza di a

isoforme monomeriche solubili (Santacruz K et al., 2005). Probabilmente la formazione

di questi aggregati fibrillarnel breve termineostituisce una protezione cellulare,

quanto, inglobando i monomeunfolded di proteinaray, gli aggregatiinibiscono la

formazione dROS in risposta alla presenza dei monomeri tossici. Comungue sia, a lungo
termine, questi aggregati sequestrano altri componenti cellulari, e alla fine
compromettono | a funzionalit? neur anal e, i
compromettere il trasporto assonale, portando alla neurodegenerazione. Resta pero
ancora molto difficile determinare che tipo di monomeri di protéliaa causino
neurotossicita e soprattutto se siano necessari sia questi che gli agogegatusare
paogenesi. Sembra anckeh e | 6i perfosforilazione dei mo |
certa tossicita indipendentemente dalla presenza di aggregati neurofibrillafiada p
monomerica sembra interagire con la proteina scaffold fondamentale nel funzionamento

della chinesina, danneggiando quindi il trasporto assonale (lttner LM et al., 2009).

La tossicita puo anche essere causata da un accumulo di pi@eimal compartimento

dendr i ti co. Taln@iaendriti pno fungeredda scaffold per il trasportad
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chinasi FYN nei terminali postsinaptici, cteesua voltafosforila la subunita 2 del
recettore NMDA, stabilizzando il Quegtdel ti m
potenziai | segnal e gl utammat er gi-andoide, pata adas soci

elevata tossicita neuronale (Ittner LM et al., 2010).

1.4 Ruolo della proteindaunel torpore

Il torpore, o ibernazione, € un comportamento adattativo usato da alcune dpecie d
mammiferi per minimizzare la spesa energetica in condizioni ambientali critiche, come

ad esempi o durant e |l 6i nver no. Gl i ani mal i
temperatura corporea costante tramite termoregolazione, che in ambiente freddo richiede

la produzione di calore metabolicevento estremamente dispendioso a livello energetico

per | organi smo. Al cuni ani mal i sono i n g
mantenendeemporaneamente la loro temperatura al di sotto dei valori di normotermia.

Il torpore o letarg@ caratterizzato dgotermia corporea abbassamento generale del

met aboli smo (Geiser F 2004). I n particol are
(i .e. il tratto gastrointesti nadc®)ancheha unoa
solo una modestairduzi one del | 6at tpotebbé averedun ruglo e st o |

adattativo considerevolal fine di conservare energia. Infatil dispendio metabolico

durante il torpore € al di sotto del 5Q@uesta riduzione &€ accompagmaid un drastico

calo a livello del Sistema ner vedranute centr a
elettroencefalogramma (EEG) vedeuna quasi totale assenza di attivita cerebrale

(Jacobs LF 1996; Igelmund P et al., 1993; Daan S et al., 1991). §umdh affermare

che con | 6i bernazione gl ani mal i possono

normalmente richiesta in condizioni estreme. Gli animali vivono una condizionga di

minimadove | 6energia richi estpersaprawiveesbnoa ef f et
basse ma in perfetto equilibrio. C per ques
e non vi -~ danno dei favodasseunatbuona tofeganza mlla | 61 b €

deprivazione di ossigeno e glucosio, a differenzacdcle avviené condizioni estreme
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(.e.digiuno) i n cui | 6energia minima richiesta e
porta ad un possibile danno cellulare (Arendt T et al., 2015). Conoscereamseagiche

portano ad un uso minimo dei tess(ti n parti col are dell 6encef
fondamentale per capire la fisiopatologia delle malattie neurodegenerative, in cui prima

della morte i neuroni vanno inconte una condizione ipometabolieaa plasticita

neuronale. Quindi, per molti aspetl torpore potrebbe rappresentare uno strumento per
comprenderecosa inducdo stato patologicoUno dei meccanismi piu utilizzati per

ridurre il tasso metabolico € la fosforilazione reversibile di enzimi e proteine. La
fosforilazione € una modificazie positraduzionaleche € in grado di inattivare la

proteina cambiandone la conformazione Dur ant e | 6i potermia quir
meccanismi di fosforilazione reversibile che pmossriguardare le proteine localizzate

sulle membrane sinaptiche (feneno fondamentale per la plasticita sinaptica) (Walaas

Sl e Greengard P 1991) e anche la prot@iaa(Arendt T et al., 2003). Diversi studi

mostrano che durante il torpore nello scoiattolo europeo, nello scoiattolo artico, nel
criceto si r iruaonsbha la fosfoeildziorde aella proteiau sui residui di

Ser/Thr Questa modificazione favorisce la formaziah@olimeri a doppia elicdi Tay,

che sono tipici anche @l | 6 AD (etSah, 2008). InGltre, anchatre condizioni
stressogene comel @sempio lunghi periodi di digiunow reidestesia generale possono

causare la fosforilazione della proteifiau (Luppi M et al., 2019). | filamenti a doppia

elica di proteina che sengono a formare durantddrpore sembrano essere ben tollerati

d a Irdarismo e generalmente € un fenomeno rapidamente reversibile a seguito del

ripristino di condizioni fisiologibe (Arendt T et al., 2034Figura 3).
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Figura 3: western blot eseguito su diverse aree cerebrali di criceto siriano indicate in leg
in differenti momenti. EU: animale eutermico; TE: torpore precoce; TL: torpore tardivo;
inizio fase recupero; AL: fine fase recupefb. st at a val ut at a | Bae:
non fosforilata e diverse isoforme fosforilate su diversi siti. E evidente come in condiz
eutermia e di recupero da torpore il quantitativo di proteina fosforilata sia molto piu b
rispetto allecondizioni di torpore iniziale e profondgmodificata da Arendt T et al., 2014)



Meccani smo chiave nel | 6i Taonsembracessereilchladi f os f o
temperatura a asmeqiuiot a ed d |6ladndatii mfosfailazionet ab o | i «
della proteinalau viene a mancare itopi mantenuti in eutermia mentre sottoposti ad

anestesia generale (Xiao H et al.,, 2013). Il criterio con cui avviene questa
fosforilazione/defosforilazione della proteifiau é stato ampiamente studiato sia negli

animali ibernanti obbligati (che vanno incontro a torpore nella stagione invernale) che
facoltativi (che vanno incontro a torpore solo in condizioni di elevato str@ssjon si

sa moltosui meccanismi che riguardano i non ibernanti. Infattimevenga controllata

nei non i bernanti come | duomo ITaundnesf ori |l a
ancora chiaroKorneyev e colleghi hanno dimostrateein rattiimmers in acqua fredda

che vi e un aumento dellaufosforilata(pTau)di due/tre volten alcune aree encefaliche

rispetto alla condizione fisiologica (Korneyev A et al., 1995). In generale si puo quindi
assumere che nell 6encef aisidogiche noh & presentma no i r
proteina Tau fosforilata. Questo € in netto contraston quanto osservato nel topo

nell 6encefal o e t r antedaofetalg,airs duir vo @Tad Questd nal e (
suggerisce che i neuroni in degenerazione nedleatie grdano questa capacita di

controllare la fosforilazione, che probabilmente in eta fetale costituisce un mezzo per

mantenergg ui escent e | GAndetton BH et al., 1998Inulinea coa duanto
osservato, inuwture di neuroni fetali entericidiat t o vi =~ unbdespressic
pTau, che durante le varie fasi di sviluppo puo esseredewpr e gol at a. LO6i berr

puo quindi costituire un mezzo attraverso il quale studiare inquesto link tra plastiti
neuronale/fosforilazione dallTauformazione dei filamenti @pTau, fornendo le basi per
capire cosa effettivamente venga a mancare in condizioni patologiche affinché questo
evento non sia piu reversibile (Arendt T et al., 2003).
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1.5Sistema Nervoso Centrale eiirollo della Termoegolazione

La termoregolazione e il processo con il quale il nostro corpo controlla e mantiene la

temperatura a |ivelli fisiologici per favec

produzione di calore, si divide in indotta da alimenti (obbligatoriac®ltativa) e
adattativa. Quella indotta da alimenti e legata alla spesa energetica/calorica a cui fa
seguito l'ingestione dei diversi macronutrienti (carboidrati, proteine, grassi, alcol), ovvero

i nutrienti calorici, a cui & correlato un aumento deistono di ossigeno e quindi una
maggiore dispersione di calore. La termogenesi adattativa € il processo omeostatico a cui

va incontro un organismo per far fronte ad una condizione di bassa temperatura

ambientale. E ormai noto che il torpore & un processofo | ogi co regol ato

favorire la sopravvivenza in una condizione di basso metabolismo basale associato a
bassatemperatura centrale (T@) per assicurare un recupero spontaneo delle normali
funzioni fisiologiche al ritorno d&a normotermia. Duainte il torporeavviene un processo

di i ni bizione della termogenesi adattati

d

vV a.

la termogenesi adattativa avviene attravdrsd o s si da z i o nmodotte daloc ondr i

tessuto adiposo bruno (BATpfatti, épropr o | 6i ni bi zi one di questo

che permette agli animali ibernanti di entrare il letatgptermogenesi BAdndottae
regolata da un network del SNC che si attiva in risposta a segnali afferenti provenienti
dalla cute e termocettori della&CT Tramite meccanismi a feedback i recettori sulla cute
attivano neuroni termosensitivi nel SNC che a loro volta attivano il nervo simpatico
diretto al BAT. Quali meccanismi vengano a mancare nei mammiferi non ibernanti non

e del tutto chiaro, probabilmené andato persib trigger a livello del SNC. Il modello
proposto inFigura 4 mostra il circuito nervoso centratbe regola la termogenesi BAT
indotta Recettori termici cutanei cokknsitive trasmettono il segnale termico tramite
gangli delleradicidos al i, che a | oro volta inviano

delle radici dorsali attivano neuroni nel nucleo laterale parabrachiale. | segnali termici

0

vengono a guesto punt o trasmessi nell 6ar e

GABAergici del 6 ar e a medi ana, che -siemishitds venonendu

preottica mediale. Questi neuroni wasensitive forniscono un controllo

termoregolatorio sulla termogenesi da BAT, inibendo i neuroni sirgaatitatori
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nel |l 6i potal amo dai ssdo me dlidGailnei bclze one i das ant
cutaneo, eccitano i neur oni premotor.i Si mp

neuroni preganglionici simpatici del BAT (Tupone D e Morrison SF, 2014).
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Figura 4: circuito nervoso coinvolto nelle
termogenesi adattativa BAT- indotta

(modificata da: Tupone D e Morrison Si
2014)
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1.6 Torpore $tetico

I meccanismi cellulari e molecolari alla bad&l torpore non sono ancora del tutto stati

compr esi (Carey HV et al ., 2013) , ma s S U
di qQuesto stato sia fattori di ti poal,umor al e
2007). Come detto in precedenza durante il letargo si ha un abbassamento della
temperatura corporea che costituisce il trigger nella fosforilazione della protina

Questo fenomeno, a differenza di quello che avviene in condizione patologidts ri

essere estremamente regolato, in quanto in ipotermia la prdt@inende a formare

filamenti a doppia elica che, al ritorno in normotermia, tendono rapidamente a
disaggregare, senza causare sofferenza neurbaglessibilita di indurre in animation

ibernanti una condizione simile al torpore naturale rappresenta allo stato attuale una
scoperta interessante in campo medico, poiché getterebbe le basi per la comprensione

della patogenesi delle malattie neurodegeneradtiee2013 Cerri et al. delleratorio di

Fisiologia del DIBINEM hanno messo a punto un modello di torpore sintetico (TS)

indotto farmacologicamente, al fine di verificare se effettivamente la fosforilazione della
proteinaTau fosse realmente reversibile anche in animali non ibern@eotine visto

prima, undarea fondamentale del SNC coinvol ta
freddo e rappresentata dal midollo rostrale ventromediale (RVMM), una regione
contenente il rafe pallido (RPa) e il rafe magno, in cui sono localizzati i meunadori

simpatici diretti al tessuto adiposo bruno (BAT), ai vasi sanguigni cutanei e al cuore
(Cano G et al ., 2003) . Léattivazione dei
termogenesi senza brivido (Morrison SF et al., 1999) che da brivido (Nak&meira

Morrison SF, 2011), la vasocostrizione cutanea (Blessing WW e Nalivaiko E, 2011) e

| 6aumento della frequenza cardiaca (Zarets
breve termine dei nirefreerbehavingadsaipdtedntayatMerso n r at t
un aumento della dissipazione di calore a livello cutaneo e, probabilmente, attraverso la
riduzione del calore prodotto tramite BAT (Cerri M et al., 2010). Per inibire quindi il

processo di produzione di calore, come verra spiegato in manieraegagliata nei
materiali e metodi, = stato iniettato a |iv

ded ¢ i6d eemmirmbutirrico (GABA) sui recettori GABA, principale
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neurotrasmettitore inibitorio dell 8SNC. Per
dal muscimolo inducessero una condizione simile a quella osservata in natura negli
ibernanti durantélopo il torpore, sono stati controllati alcuni parametri autonomici e i

relativi indici (come la frequenza cardiataHR), il comportamento sonno/veglia e

| 6 EEG. L6i potermia profonda <c¢che viene radg
dissipazione termicc o me mostr ano i cambi ament. osser:

calore (HLI) e una diminuzione della produzione stessa di calore. Inoltre, durante la fase

i potermica si osserva un drastico calo dell
del | &MRIV&albri medi di pressione arteriosa rimangono invece costanti per tutta la
fase di i niezione del musci mol o e cal ano s

e stato osservato in topi durante il torp@eoap SJ e Gutilla MJ 20Q9) conferma che

[ neur oni del |l 6RVMM hanno un ruol o | imitatc
calo progressivo della temperatura a livello centrale (TC) si osserva anche una

di mi nuzione nell dattivit?’ del |l 6SNC su EEG,
frequenze Al |l 6i ni zi o della fase di recupero gl
ambiente caldo ma la loro TC continua ad essere bassa. Durante questa fase sia la HR che

la pressione arteriosa aumentano con un picco significativo, direttamente proporzionale

all 6aumento dell a TC. Laumento in onde Th

| 6attivazione simpati cdigwabe si ha a |ivello
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Figura 5: EEG e parametri autonomici. Anati esposti a
buio costante e ad una temperatura ambikentth 15°C. le

frecce nere indicano le iniezioni ripetute di muscimolo «
causano un calo della temperatura centrale£J, HR ed
EEG nel complesso, mentre la pressioneransa (MAP)

non subise grandi cambiamenti. Negihimali trattati con

salina non si hanno effe

la temperatura ambientale é stata portata da 15 a 28°C
un gruppo, 37°C per 1h e poi di nuovo 28°C per un al
gruppo. Si osserva un rapido aanio dellalyrain, HR, EEG
e MAP. (modificato da Cerri M et al., 2013)



Gli animali in TS, esattamente come quelli in letargo naturale, a seguito del ritorno alla
normoternia cadono in una fase di sonno profondo, con un pattern molto diverso rispetto
ad una condizione di normotermia. In generale, si osserva nei gruppi sperimentali in TS
una perdita drastica di sonno REM, che costituisce la fase del sonno energeticamente piu
dispendiosa, ma in antitesi si ha un aumento delle onde Delta sul tracciato EEG, che
costituiscono la fase piu profonda del sonRmra 6). Anche questo fenomeno, € in

linea con quanto osservato negli ibernanti (Trachsel L et al., 1991). Un semplice
cambamento on/offin una popolazione neuronale a livello del SNC é fondamentale e
sufficiente per causare una condizione di TS. Quindi, € proprio il SNC che puo iniziare il
processo di abbassamento della TC, ed e proprio una bassa TC che favorisce il

concomitinte abbassamento del tasso metabolico (Cerri M et al.).2013
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Figura 6: A) il quantitativo di sonno REM accumulat
nei due gruppi in TS durante i 3 giorni sperimental
significativamente piu basso rispetto ai contrc
iniettati con salina; B) aumento delle onde Delt
durante il recupero dei gruppi in T$modificato da
Cerri M et al., 2013)



2 Scopo

Durante il letargo gli animali ibernargono in grado di attuare meccanismi che esitano

nella protezione dei neuroni da degenerazione, tra cui la fosforilazionprmé¢daa Tau.

Per questo motivo, inodello sperimentale di TS potrebbe essere molto utile al fine di

studiare sia a livello del SNC che del tGl le malattie neurodegenerative. Come
precedentemente detto, r i siohotmatendamen siael | 6 e n «
espressaay, in antitesi con quanto si osserva nelle malattie neurodegenerative, dove la

pfau presente e potrebbe costituire un trig
studio e stato quello di verificare se alivello del SNGadirt o | 6i nduzi one del

accumulo reversibile di proteind au

Invece, il lavoro che stiamo svolgendo a livello del tGl é ancora preliminare e ha come
scopo verificare la presenza di neuroni a livello del plesso mienterico che esprimano
pTau tipizzandone la natura. E noto infatti, che le popolazioni neuronali a livello del SNC
maggiormente colpite d@aupatie sono quelle di neuroni colinergici (Luppi M et al.,
2019).

Al fine di svol gere questo studiosianebi amo
di pTaua livello encefalico in controlli, TS e fase di recupero. Per il tGl abbiamo contato

e stiamo caratterizzando i neuroni che esprimadraugolo nei controllie TS.

82



3 Materiali e Metodi

3.1 Animali

Sono stati utilizzati 25 ratti maschi gueDawley (201225 g; Charles River). 6 di

guesti sono stati utilizzati esclusivamente per gli studi sul tGl. In seguito gli animali sono

stati stabulati in laboratorio con le seguenti condizioni: temperatura ambiente (TA) di
24N0.50C; 1 2-darki(lDp(L: 69:00 ki 21:0D ; 0@ t150 lux); acqua e

cibo ad Il ibitum. Tuttd.i gl i esperi ment. Son
parte del Ministero della Salute (protocollo etico numero: No. 112/B®R)8n accordo

con il DL 26/ 2014 HRuropea20Ii63/EJt etsottu la supeevisioné u ni o n
del servizio veterinario dell oUniversit™ di

modo da minimizzarg numero, il dolore e lo stress degli animali utilizzati.

3.2 Procedura Chirurgica

La procedurahirurgica e stata effettuata come da protocollo di Cerri et al., 2013. Gli

animali sono stati sottoposti ad anestesia profoBeezé€pam, 5 mg/kg i.m.; Ketamina

HCI |, 100 mg/ kg i.p.), sono stati ppb si zi one
Instrumens) esono stat.i i mpi antat. c lEEG @)rugi cament
termistore (Thermometric Corporation) montato suagwo inossidabile (calibro 21)

posi zionato accanto all 6i potT&l3pumdcanaulat er i or €
guida damicroiniezione posizionata sul Rafe Pallido (RPa), alle seguenti coordinate dal

lambda: sulla linea mediana, 3.0 mm posteriormente e 9.0 mm ventralmente sulla
superficie dorsale del cervelletto (Paxinos e Watson, 2007). Dopo la chirurgia sono stati

somminstrati 20 ml/kg di salina sottocute e 0.25 ml di soluzione antibiotica
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(PennicillinaG e streptomicirsolfato) intramuscolo. Ogni ratto ha recuperato dalla

chirurgia per almeno 1 settimana. Prima della sessione sperimentale i ratti sono stati
dispostiing@bbi e all i nterno di camere termoregol
attenuazione prsperimentale € di tre giorni, durante i quali il ratto viene sottoposto a

basse TA (15°C), buioi costante e dieta ad alto contenuto di grassi (mucedola al 35% di

grassi), condizioni che sono note favorire il torpore negli ibernanti (Cerri M et al., 2013).

3.3 Torpore Sintetico

Per indurre il TS abbiamo utilizzatbprotocollo di Cerri et al. in cuiina cannula per

microiniezioni € stata inserita nella cannuladgai posi zi onata sopra al

muscimolo 1 mM (agonista dei recettor. GAB/
sei volte consecutive. Dopo | Oultima iniezi
alle h 17, circaiendbona, dbpoTAOGuUl Sitmaai i mp
favorire il ritorno alla normotermia dell 6a

iniettato liquido cerebrospinale artificiale (aCSF; EcoCyte Bioscience). Durante tutto

| 6 esper i me melaTCsonastate degidir&e dopo essere state opportunamente
amplificate, filtrate e digitalizzate (Cerri M et al., 2013), allo scopo di monitorare al
meglio il comportamento degl.] ani mal i dur ar
periodo di recpero. Gli animali in seguito alla chirurgia sono stati assegnati casualmente

a sei differenti gruppi sperimentali e sono stati sacrificati in differenti momenti a seguito

del |l 6iniezione o di musci molo o di dCSF (1 a
mattino). La TC al momento del sacrificio € mostrata néigara 7, per ogni gruppo

sperimentale. | gruppi sperimentali sono i seguenti:

- C A controllo, iniettati con aCSF (N = 5) e sacrificati attorno alle h 17:00;
- N30 A sacrificati tra le h 12:00/1@0, tra la seconda e la terza iniezione di

muscimolo, quando la TC ha raggiunto circa 30°C (N = 3);
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NA sacrificati undéora dopo | Oultima inie
raggiunto il nadir ipotermico (N = 6; TDb
ER A early recovery. Sacrificati attorno alle h 19:00 (2h dopo che la TA viene

spostata da 15 a 28°C), quando la Tb raggi@5¢e°C dopo il ST. A questo punto

del protocoll o sperimentale, gl i ani mal
tipiche del sonno (N = 4);

R6Asacrificati attorno | 6h 1:00, sei or e
R38A sacrificati attorno alle h9:00dedtr z o gi orno, 38h dopo |
(N =3).

TG

—a
R38

35,5°C

30°C{-----
Th

-y

9:00 11:00 13:00 15:00 1700 19:00 21:00 23:00 L1:00 300 38h

Figura 7: rappresentazione schematica della procedura sperimeritale
l inea continua indica | a mpmpmemqa lac
linea punteggiata si riferisce al gruppo C. la zona grigia del graficc
riferisce al momento in cui viene indotto il TS. Le frecce indic:
| 6i niezione di musci mol o.
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3.4 Immonoistochimica

In diversi momenti del protocollo sperimentale, animali in anestesia generale sono stati
sottoposti a perfusione tragardiaca con 200 ml di soluzione salina (NaCl 0.9%, p/v
seguito da iniezione di uguale volume di paraformaldeide al 4% diluita in PBS (p/v). Sono
stati estratti encefalo, midollo spinale e pfissati per altre 2h in paraformaldeide. In
seguito i campioni sono stati messi una notte in una soluzione ali3a¥cdrosio (p/v)

diluito in PBS e sodi@azide 0.02% (p/v) per proteggere il tessuto al congelamento. In
seguito, i tessuti sono stati inclusi in OC€ompound per il taglio al criostato (Frigocut
2800) a 20°C. | campioni prima di essere analizzatiritg tecnica immunoistochimica
vengono conservati a80°C, encefalo e midollo in cryoprotectant solution (30%
saccarosio p/v, 30% etilgglicole v/v, 1% p/v polivinilpirrolidone, il tutto diluito in PBS).

C stato inoltre pr endinaVche saccdssivamermtee stato lavate | di
in PBS PBS: 0.15 M NaCl in 0.01 M sodium phosphate buffer, pH 7.2) contenente
nicardipina (166 M; sc¢202731, Santa Criiotechnology, CA, USA un bloccante dei

canali del calcio di tipd, per inibire la contraone tissutale. Le sezioni di ileo
campionate sono state aperte lungo il margine mesenterico e risciacquate in PBS. Le
sezioni sono state poi stese, opportunamente fissate tramite spilli su blocchi di balsa e
immerse o/n a 4°C in formaldeide al 2% cor?@.@i acido picrico, PBS 0.1m (pH 7). Il
giorno successivo, il tessuto é stato pulito dal fissativo con tre lavaggi da 10 minuti in
dimetil-sulfossido (DMSO) seguiti da 3 lavaggi da 10 minuti in PBS 10 mM. | tessuti
vengono conservati fino alla reazionefiigorifero a 4°C in PBS contente sodio azide
0.1%.

Per guant o riguarda | 6encefalo un set i nt
immunostaining. Le sezioni di encefalo e midollo sono state lavate due volte in PBS e
incubate per 2h in normal donkeysarua |l | 6 1% (p/v). I n seguito t
incubate o/n con i seguenti anticorpi primari:mignoclonal rabbit AntiNeuN (Merek

Millipore, Darmstadt, Germanymarker neuronale; (2) monoclonal mouse AXIi8

(Thermo FisherMassachussets, U$Amarker della proteina phospho[Ser202/Thr205]

Tau, entrambi gli anticorpi diluiti 1:400. Le sezioni sono state lavate due volte in PBS

con 0.3% di Triton X100 (v/v) e incubate con i seguenti anticorpi secondari: 1) Donkey
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Anti-rabbit IgG coniugato con Alex488 (Thermo FisherMassachussets, U$A(2)

Donkey Antimouse 1gG coniugato con AleX®4 (Thermo FisherMassachussets,

USA). Entrambi gli anticorpi secondary sono stati diluiti 1:500. Questa procedura
sperimentale e stata svolta su tutte le condizparimentalilnfine, le sezioni di encefalo

e midollo spinalesono state montate su vetrini polilisinati e coperte con mounting

medium antifade (ProLongGoldmountant; ThermoFishiglassachussets, U$ACome
controllodellapTau st at o u toipd momozlenaleomolsé aTumulidikito

1:400 (Merck-Millipore, Darmstadt, Germany, seguito dal | uso C
secondario del Donkey Anthouse IgG coniugato con Alesa9 4 (1: 500) . Ldédan
antiTau-1 riconosce la proteindau non fosforilata @& i residui 189 e 207 (Szendrei et

al., 1993; Billingsley and Kincaid, 1997). Per questa procedura sperimentale sono stati
analizzati solo campioni da C, N e R38. Dato che Taussembra essere associata

solamente alla neuroinfiammazione (Davies et all,72WNilson et al., 2017), abbiamo

deciso di stabilire il grado di attivazione della microglia parenchimale in un sottogruppo.
Léattivazione della microglia  stata valut
(Orr et al., 2009) e con una specificangatura policlonale rabbit Artbal (1:800 Wako)

e come secondario un anticorpo Arabbit IgG coniugato con un Alexa 8 8 . Léanali s

della microglia é stata fatta su un animale di ognuno dei seguenti gruppi: C, N, R6 e R38.

Solo le seguenti strutturersa st at e anali zzate: nucl eo par
area CA3 dell 6i ppocampo e | a corteccia pari.i
Per quanto riguarda | 6il eo, l a mucosa sott

rimosse al fine di ottenere preparati whole mountsetigg mienterico longitudinale. Le

whole mounts di plesso mienterico di ileo sono state preincubate con soluzione di blocco
contenente donkey serum 10%, TritorlBO 1% diluito in PBS 10 mM, a temperatura
ambiente per undéor a. legamisandpecifici eperrmealdliizza bl oc c o
i tessuti. Gli anticorpi testati su ileo sono i seguenti: mouse- A& (Thermo Fisher
Massachussets, U$Aconcentrazione 1:200; goat Af@hAT concentrazione 1:50
(Merck-Millipore, Darmstadt, Germanyrabbit AnttnNOS concentrazione 1:208¢nta
CruzBiotechnology, CA, USA Tutti gli anticorpi primari sono stati diluiti in antibody

diluent (1.8% NaCl in PBS 0.01 M con sodio azide 0.1%). Sono state effettuate diverse
combinazioni di anticorpi primari per doppia maitra. Dopo incubazione per due notti

con gli anticorpi primari a 4°C in camera umida, le preparazioni sono state sciacquate per
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3 volte per 10 min con PBS 10 mM e infine incubate per 1h a TA con gli antidongey
ant-Mouse 488.:250(ThermoFisher)Donkey antiRabbit 594 1:1000 (abcam); Donkey
ant-Goat 594 1:400 (abcaminfine, i tessuti sono stati sciacquati 3 volte per 10 minuti
in PBS 10 mM e montate su vetrino con buffer al glicerolo pH 8.6. i nuclei neuronali sono
stati identificati con bufferlfiorescente al DAPI (F60520ML, Sigma Aldrich, Milan,

Italy, Europe).

3.5 Acquisizione Immagini e Analisi

Léacquisizione dell e i mmagini di encefal o e
eclipse 80i collegata ad una camera Nikon Digital\Dd5 color camera, ad un 100x di
ingrandimento (200x per la microglia). iigura 8 e inTabella 1sono evidenziate le 19

aree cerebrali analizzate, raggruppate in base alla localizzazione anatomica e elencate in
tavola 1 in direzione rostroaudale: nucleo anduo (Amb); nucleo motore dorsale del

nervo vago (dMV); nucleo del tratto solitario (NTS); rafe pallido (RPa); locus caeruleus

(LC); nucleo laterale parabrachiale (LPB); parte ventrolaterale del grigio

periacqueoduttale (VLPAG); nucleo mediale mamillaréMlipotalamo laterale (LH);

nucl eo arcuato dell 6i potalamo (Arc); nucl eo
paraventricolare dell 6i potal amo (PVH); nucl
preottico mediano del | 0i priootar® Idel talamo (M) P O) ; n
corteccia del cervelletto (G6x ) ; area CA3 dell 6i ppocampo (C

(PRh); corteccia parietale {&x). Il riconoscimento di queste aree e stato possibile
osservando la marcatura con NeuN (Al&88) sul set copleto di sezioni encefaliche

comparato con | 6atlante di encefal o di rat:t
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Figura 8: rappresentazione schematica delle aeeeefalichenalizzate.
In ogni pannello & indicata la distanza dal bregma.
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Brain structure

Abbreviation Bregma level®* Abbreviation(s) as in Paxinos and
Watson (2007)*

Functional involvement

Suggested references

Panel in Figure 2

Medulla Nucleus ambiguus Amb —13/-13,5 AmMbSC Autenomic function — Parasympathetic  Brailoiu et al., 20 A
Dorsal moter nucleus of the dMv —13/-13,5 10N Autenomic function — Parasympathetic A
vagus nerve
Nucleus of the solitary tract NTS —13/-13,56 Sall; sol; SolC; SollM; SolCe; SolL; Visceral sensory integration - Central Zi A

SolDL; SolM; SalV; SolVL; Psol autonomic regulation
Raphe pallidus Rpa —13/-13,5 Rpa Thermoregulation V A

Pong Locus coeruleus LC —9,6/-101 LC Behavioral state control Be B

Lateral parabrachial nucleus LPB —8,9/-8,2 LPBD; LPBCr; LPBE; LPBV, LPBI; Central autonomic regulation - Mi c
LPBC Thermoregulation

Midbrain Ventrolateral part of the VLPAG —8,0/-8,56 VLPAG Central autonomic regulation = Lu D
periaqueductal gray matter Behavioral state control

Hypothalamus  Medial marmmillary nucleus MM —4,2/-4.4 Mnhd; MM Mernory formation and consolidation E
Lateral hypothalamus LH —3,0/-3,4 PeFLH; PeF Behavioral state control - Regulation of Luppi, 2018 F

body metabolism
Arcuate nucleus Arc —3,0/-3,4 ArcD; ArcM; ArcL Regulation of body metabolism F
Dorsomedial nucleus DMH —3,0/-3,4 DMC; DMD; DMV Thermoregulation F
Paraventricular nucleus PVH —1,6/-1,9 PaMM; PaMP; PaV; PaDC; PalLM Central autonomic regulation - G
Osmoregulation-Thermoregulation
Ventrolateral preoptic VLPO —0,0/-0,6 VLPO Behavioral State Control - Lu H
nucleus Thermoregulation
Median preoptic nucleus of MnPO -0,1/-0,2 MnPO Central autonomic regulation - H
the hypothalamus Behavioral State Control -
Osmoregulation-Thermoregulation

Thalamus Paraventricular nucleus PV —3,0/-3,4 PVP Central autonomic regulation F

Cerebellum Cerebellar cortex Cb-Cx —11,6/-13,6  General sample picture from cortical Motor functions =Learning - Lack of n.s.

layers Tau phasphorylation in taucpathies

Hippocampus CA3 field CA3 —3,0/-3,4 CA3; SLu; Rad Memory formation and consolidation - Are F

Well studied for assessing Tau
phosphorylation in hibernators
Brain Cortex  Perirhinal cortex PRh —3,0/-3,4 PRh Mermory formation and consolidation = Suzuki, 1996 F
Recognition of environmental stimuli
Parigtal cortex P-Cx —3,0/-3,4 Broadly covering primary Sample of neocortex - Sensory A F

somatosensory cortex (S1Tr; S1DZ;
S1BF; S1ULp)

integration - Well studied for assessing
Tau phosphorylation in hibemators

Tabella 1 lista delle aree encefaliche analizzate organizzate in direzione roatrdale. Le strutture

direttamente coinvolte nella termoregolazione sono evidenziate in grassetto.

I n parti

col ar e, I

6osservatore

stato i

encefaliche riconoscendo alcune chiare strutture neuroanatonmiche,acl esempio: 1)

per il tronco encefalico la forma del quarto ventricolo, i tratti piramidali, il complesso dei

nuclei cocleari, il complesso inferiore dei nuclei olivari, i nuclei facciali, la tipica struttura

cauder ostr
medi ano;

laterale e dorse

al e
2) per | e

entrale

del | 6

strutture

ppocampo;

del | 0 aa tpice roma ted pedlmcoloScerébellare |,

encef al

che

posi zi on

forma dei tratti ottici; lacommissar ant er i or e. Una volta ricono

di interesse é stato acquisito al microscopio in due differenti fotografie in base al
fluorocromo utilizzato, in modo tale da avere per ogni immagine Nellxa-488 per
| 6i denti f i caAT8ooMaul éentramboAtexes @ 4 e

della Taufosforilata. Per ottenere immagini digitalizzate di buona qualita in cui poter

per | 6identif
apprezzare le variazioni di fosforilazione osservate al microscopio con martattta

e ATS, il tempo di espigone della camera € stato regolato manualmente per ogni
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I mmagi ne, con | 6obiettivo di ri produrre n
direttamente attraverso gl ocul ar i del mi
cieco, senza sapere le condni osservate. Il tempo di esposizione per ogni immagine €

stato regolato finemente al fine di evitare la compensazione automatica della camera,

dovute al fondo scuro della fluorescenza. Tutti gli altri parametri della camera, come il

bilancio del bianc e il gain (Y100-R100B100) sono stati mantenuti costanti per tutto

| 6esperi ment o. Léanal i si ~ stata portata a\
stesse condizioni: ogni ricercatore non era a conoscenza della condizione sperimentale

osservate ha usato lo stesset updello strumento, con una particolare luminosita e

regol azione del C 0 fTaue atatd qoantifidatdé @ ogniummadine d i P
AT8 e Taul , stimando | 6intensit?’ del l a marcat u
(WindowsPhot o Vi ewer ) , att mMi b(uceonndpol ed rmone st er @ s

A++++0 ( massi ma tamwlla &d saoredinale e staborna@colataacome
media dei dati ottenuti dai differenti operatori, considerando tutti gli animali appartenenti

allastessa condizione sperimentale.

Léacquisizione delle immagini di ileo  sta
immagini sono state prese tramite camera NikoAZISc e software NIS Elements BR
4.20.01(Nikon Instruments Europe B\Amsterdam, Néterlands). Ulteriori modifiche
del | 6i mmagi n etesamiecCorsl Phatd Raintoptininedli iummagini con

Corel Draw (Corel Photo Paint and Corel Draw, Ottawa, ON, Canada).

3.6 Analisi Statistica

Léanalisi statistucbhapda Hdoenseépsn 1) cosoda
sono stati considerat. assieme tutti gl i S C
specifica considerando tutte le strutture separatamente. Abbiamo utilizzato il test non

paametrico di Kruskal-Wallises ol o se | 0i pot esi nul l a — ste

avanti il confronto accoppiato usando il test non parametrico di Mémitney nelle
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seguenti valutazioni: 1) per la marcatura con AT8 tutte le condizioni sperimentali vs C,
R6 vs ER, R&s R38; 2) per la marcatuifau-1: tutte le condizioni sperimentali vs C; N
vs R38. Abbiamo considerato statisticamente significativi valori di P < 0.05 per ogni

confronto. Non sono state fatte analisi statistehe | | 0 a n mitrogl&.i del | a

Léandlaitdsists ca per | 06i |l eo pTariR. Pax bgai arfinmlet a
sono stati contati almeno 200 neura@nisono stati utilizzati 3 animali per gruppo
sperimentale (C e N).a percentuale di neuropiauIR € stata espressa come media e
deviazione standard, com che rappresenta il numero di animali conside@me test
statistico € stato utilizzato tl di Studentdella piattaformaExcel in quanto abbiamo

confrontato due gruppi sperimentali, C e N.
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4 Risultati

4.1 Analisi complessiva dle aree encefaliche ATgTauIR

Per quanto riguarda | a prima parte dell 6an:
considerato uno score complessivo di marcatlato da tuttele 19 aree cerebrali

considerate. Quello che si evince e che la marcakra@p8 € significativamente piu

intensanei gruppi sperimentali N30, N ed ER rispetto ai C (P < 0.001 per ogni confronto).

Inoltre, ER ha uno score piu elevato di R6, con un valore significativo (P < 0.001). R6 e

R38 non differi s c oenodalC@datommn rdoattatb)olLa marcatora n e mn
perTau1l ha un pattern esattamente opposto per quanto riguarda | gruppi C e N, ma non

per R38. Inoltre, | livelli di marcatura per N e R38 sono significativamente piu bassi

rispetto a C (P < 0.001). non sono stasservate sostanziali differenze tra N e R38.

4.2 Analisi delle singole aree encefaliche ApBauIR

Prendendo in considerazione la marcatura immunoistochimica per AT8, si osserva una
grande variabilita a livello delle diverse aree encefaliche amédizinvece per quanto
concerne I&@au1 solo alcune aree presentano differenze significative. Di seguito, illustro

i risultati ottenuti nelle 19 aremerebrali considerate suddiviger gruppo sperimentale.

421IN3 0 (campi oni ot t edeluld)i durant e |

In questa condizionsperimentale, sono state riscontrate marcature significativamente

pi ¥ el evate per AT8 a confronto con il grup

principalmente coinvolte nel controllo termoregolatorio e metabolie® (P = 0.006),
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MM (P = 0.006), Arc (P = 0.021), PVH (P = 0.008)LPO (P=0.006)e MnPO (P =
0.046).

4.2.2 N(campioni ottenuti durantié TS, al nadir ipotermicp

In questa fase la maggiorandalle strutture analizzate presentano marcatura per AT8
significativamente piu elevata rispetto al gruppo C. in particokare (P = 0.003), NTS

(P =0.008), dMV (P =0.048), LC (P =0.021), LPB (P = 0.006)C2{P = 0.003), MM

(P =0.006), LH (P = 0.026), Arc (P = 0.007), DMH (P = 0.006), PVH (P = 0.006)RPPV

= 0.006), VLPO (P = 0.006), MnP® (= 0.008), CA3 (P = 0.009)FRh (P = 0.046).
Solo Rpa, VLPAGe RCx non hanno espressione significativamente piu elevata di AT8
rispetto ai controlli. La marcatura p€au1 € piu bassa rispetto a C per le segueag:ar

LH (P =0.041), Arc (P =0.038), PVH (P = 0.046), VLPO (P =0.046), MnPO (P =0.016),
and RCx (P = 0.014).

4.2.3 ER(campioni ottenuti durantearly recovery da TS, quando la
TB raggiunge 35.5°C

In questa condizione, la marcatura per AT8 & ancaaifgiativamente piu elevata

rispetto a C nelle strutture nelle quali si era osservata una iperfosforilazione in N, ovvero:
Amb (P = 0.041), LPB (P = 0.005), MM (P = 0.005), LH (P = 0.026), Arc (P = 0.006),
DMH (P = 0.028), PVH (P = 0.003), VLPO (P = 0.91MnPO (P = 0.023), and CA3 (P
=0.026).

4.2.4 Re(campioni ottenutbh dopo aver raggiunto 35,5C

Dopo 6h dal raggiungi mento dell 6euter mia a
significativa per AT8 rispett al gruppo C € osservabile satoareelimitate: NTS (P =
0.041), VLPAG (P = 0.041, LH (P = 0.041), CA3 (P = 0.041)@®RP = 0.041). Inoltre,
al fine di valutare le dinamiche di defosforilazione della protdiag, | 6i ntensit?’

marcatura per AT8 in questa fase e stata paragonata ancleefase ER, dimostrando
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che nella maggior parte di strutture la marcatusaggificativamente piu bassamb (P
=0.011), NTS (P = 0.001), RPa (P = 0.020), LPB (P < 0.001), VLPAG (P = 0.027), MM
(P =0.010), LH (P < 0.001), Arc (P = 0.006), DMH (P = 0)0®VH (P < 0.001), PV (P

= 0.025), VLPO (P = 0.009), MnPO (P = 0.016), CA3 (P < 0.001), PRh (P = 0.025), and
P-Cx (P = 0.003).

4.2.5 R38 campioni ottenutB8h dopo aver raggiunto 35,5°C

Questa viene considerata una fase di late recovery, nella gpalgitivita per AT8 risulta

essere pressochiguale a quella del gruppo Céluni ca di fferenza ~ rap
PVH (P = 0.046), dove la marcutura risulta essere significativamente piu intensa rispetto

al gruppo C. Inoltre, i dati di marcatura ottérdi questa condizione sperimentale sono

stati confrontati con il gruppo R6. Anche i
per il PVH (P = 0.008), dove la marcutura risulta essere significativamente piu intensa

rispetto al gruppo R6. Per quantguardaTau-1, la marcatura in questo gruppo risulta
significativamente piu bassa rispetto a C nelle seguenti aree: RPa (P = 0.005), LH (P =
0.007), PRh (P =0.008), anddx (P = 0.027).

InFigura9abecsono ri portate i mma gaperiAT8dnaivedrsé i mmu n o
aree encefaliche, NTS + dMV; PVH; CA3 in tutti i gruppi sperimentali studiafiigara

10 invece si osserva la reazione di immonofluorescenzaaed in C, N e R38. La

mor fologia dell e strutturdeel | omeenstsid@Na+np e vN edwel
binding protein che legapecificatamente i nuclei dei neuroni. Infine,Tiabella 3, é

possibile osservare gli score di positivita per AT8arl che abbiamo attribuito

singolarmente alle 19 aree cerebrali considerate.
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Figura 9a: immagne al microscopio che mostra il nucleo d
tratto solitario (NTS) e il nucleo motore del vago (dMV).
fotografie nella colonna a sinistra mostrano le aree marc
con NeuN (marker neuronale, anticorpo secondario coniug

con Alexa488) per il riconosanento delle strutture
anatomi che. Sol o nell 6i mma
anatomiche considerate sono circondate con linea tratteggi
(scale bar: 100 em). La co

fotografata nelle colonne di sinistra, ma roata con AT8
(proteina Tau fosforilata, anticorpo secondario coniugato ¢
Alexa594).
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Figura 9b: immagine al microscopio che mostra il nucl
paraventricol ar e Ld fotodrafie nplla
colonna a sinistra mostrano le aree marcate coruMe
(marker neuronale, anticorpo secondario coniugato
Alexa488) per il riconoscimento delle strutture anatomict

Solo nell 6i mmagine in alt
considerate sono circondate con linea tratteggiata. (sc
bar: 100 &em). La colonna d

fotografata nella colonna di sinistra, ma marcata con A
(proteina Tau fosforilata, anticorpo secondario coniuge
con Alexab94).



NeuN AT8

Figura 9c i mmagi ne al mi croscopi
d el | cdmpp §GA3). Le fotografie nella colonna a sinist
mostrano le aree marcate con NeuN (marker neuronale, antici
secondario coniugato con Alex&8) per il riconoscimento dell¢

strutture anat omi che. Sol o
strutture anabmiche considerate sono circondate con lin
tratteggi at a. (scale bar: 1

stessa area fotografata nella colonna di sinistra, ma marcata
AT8 (proteina Tau fosforilata, anticorpo secondario coniug:
con Alexa594).



Figura 10: immagine al microscopio che mostra il nucl
paraventricol are del | 6i pot
colonna a sinistra mostrano le aree marcate con NeuN (ma
neuronale, anticorpo secondario coniugato con Alé&8) per il
riconoscimentaellestrut ur e anat omi che.
alto a sinistra le strutture anatomiche considerate sc
circondate con |linea tratte
di destra mostra la stessa area fotografata nella colonne
sinistra, ma marcata con Tal (proteina Tau non fosforilata
anticorpo secondario coniugato con Alex84).
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AT8 Tau-1

c N30* N* ER* Re6* R38 c N* R38*
Amb - 44+ 4+ +* - - ++ ++ +
NTS T + ++* ++ —# - G + ++
dmyv + ++ ++* ++ - - ++ ++ ++
Rpa ++ ++ -+ ++ +# ++ + + -
LC - ++ +* + - - ++ ++ ++
LPB - +* o H -# - - - +
VLPAG + + + + —# - 4 - ++
Cb-Cx - + +* + - - + + +
MM - R o 4 4+# + - - ++
LH + ++ I ++* —# - +++ - ++*
Arc - ++* ot ++ +# + +++ ++* ++
DM - + +* +* - - +4++ + ++
PVH - +++* +++* ++ s +* o+ 4 ++
PV - + + + —# - ot + ++
VLPO - e o +* —* + +++ ++* ++
MnPO - ++* " +* —# - o+ 4 ++
CA3 + + o H —»# - - - +
PRh - ++ +* + -# - e - ++
P-Cx + ++ + + —»# - e - ++

Tabella3: le strutture nervose sono in ordine rostoa u d al e . Léintensit

in una scala qu4dl i(that imaa,c ad e ay amardaura fesservata). (
risultati sono una media dei dati ottenuti in doppio cieco da due sperimentatori. Diffe
statisticamente significativé®(< 0.05) sono mostrate comes C; “R6 vs ER; *R6 vs R38.
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4.3 Cellule e fibre pauwIR nel tGl (dati preliminari)

Nei gangli del plesso mienterico di ileo, molti pirenofori nella condizione sperimentale C

sono @awIR (40 + 4%; 273/675 neuroni contati, n = 3). Mentre, per quant@urita la

fase N, i neuroni pau-IR sonoin maggior numerog6+6 %,467/708 neuroni contati,

n=3).Il numero di neuroni pawIR in N € significativamente piu elevato di C (P=0.0025)

(test t di student)Higura 11). La marcatura e di tipo citoplasmatico ennoucleare.

Il nol tre, |l 6i ntensit?” di guesta marcatur a,
citoplasma, varia considerevol mentMel da neul
gruppo N la marcatura e particolarmente brillante a livello neuronalencha aei fasci

di fibre inter e intragangliari Figura 12). | neuroni fraulR hanno solitamente

perimetro liscio e forma ovale, cio li rende categorizzabili del gruppo di neuroni di Dogiel

di tipo Il. Non si osservano neuroni con contorno irregolare i@agtipo 1) positiv per

pTau Anche le fibre che raggiungono la muscolatura longitudinale sono positive. In
merito alla colocalizzazione ancora non sono state fatte conte neuronali, ma si evince
colocalizzazione daneuroni faucon CHAT Figura 13) e nNOS Figura 14). | dati

preliminari mostrano che quasi tutiméuronipTau positivi sono CHAT positiyimentre

vi sono pochi neuronifar-nNOSIR.
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Figura 11: nel gruppo sperimdale N la % di neuroni pau

C

N
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EN

IR e statisticamente piu elevata rispetto al gruppo

(P=0.0025)
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Figura 12: immagine al microscopio di plesso mienterico di ileo di ratto ottenuto
preparazione wholemount con marcatura per pTau. a) controllo DAPI, bjatlanpTau
IR; ¢) nadir DAPI; d) nadir pTadR. Le frecce aperte indicano neuroni del ples
mienterico pTatR. Le stelle indicano i nuclei dei neuroni marcati con DAPI, riconosci
per la dimensione e la forma. | nuclei neuronali sono piu grandi dligiedle cellule gliali
(indicati con frecce bianche). Le frecce allungate indicano i nuclei delle cellule musc
liscie.

ScaleBar: a-d = 50 pm
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Figura 13: immagine al microscopio di plesso mienterico di ileo di ratto ottenuto con prepara:
wholemount con marcatura per pTau e choline acetyltransferase (ChAT). Le frecce aperte in

neuroni del plesso mienterico cheesprimono pTau a) e ChATHR. Le frecce bianche indican
invece sottili fibre nervose colinergiche.

Scale Bar: ac = 50 um

Figura 14: immagine al microscopio di plesso mienterico di ileo di ratto ottenuto con prepara.
wholemount con marcatura per pTau e ossido nitrico sintasi (nNOS). Le frecce aperte in
neuroni del plesso mienterico che-esprimono pTau a) e nNG$1 IR. Le stelle indicano neuron

nitrergici che sono pTanegativi. Le frecce bianche indicano prolungamenti nervosi con de
immunoreattivita a pTau e nNOS.

Scale Bar: ac = 50 pm
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5 Discussione

Si puo dire che il TS induce uno stato di fosforitema reversibile della proteingau a

|l ivell o dell dencefalo di ratto, animale che
a letargo spontaneamente. Korneyev e colleghi nel 1995 hanno osservato che in ratti
immersi in acqua fredda vi € un aumentoroeu prawIR, valore che torna a livelli
fisiologici dopo 3h dall éinterruzione dell 0
ipotermico € molto diverso sia dal torpore fisiologico che dal nostro protocollo di torpore
artificiale. I nostririsultatipst e bber o gettare | e basi per una
come un modo nuovo per studiard bpatie (Wang Y e Mandelkov E, 2016). Infatti, la

possibilita di controllare completamente il TS (Cerri M et al., 2013; Tupone D et al.,

2013) permette di rippdurre in animali normalmente utilizzati in laboratorio una

condizione molto simile a quella osservata negli animali ibernanti.

Durante il TS, la protein@iaué iperfosforilata nella maggior parte delle aree encefaliche

prese in esame, specialmente napgi N30 e N. || TS permette di raggiungere un grado

di ipotermia che non puo essere normalmente ottenuto in un animale non ibernante (Cerri

M et al., 2013). Percio, il nostro studio suggerisce che anche negli animali non ibernanti,

come il ratto, siarimat o atti vo un processo ancestrale
profonda costituisce i | Tauicognggardesprittanagi i pal e

i bernanti (Arendt T et al., 2003, 2015) e n
di pTau in ipotermia potrebbe dipendere dalle caratteristiche fisiimiche dei

principali enzimi coinvolti nella regolazione della fosforilazione déla la glicogene

sintasi chinasB-b (GSK3) e la proteindosfatasi2A (PP2A) (Planel E et al., 2004;
Gershon JE et al ., 2014) . I nfatti, a basse
PP2A  pi % veloce ed eQSK3yatdi dethdegaenzaa:z
della chirasi puo essere per un breve periodo piu elevata di quella della fosfatasi (Planel

E et al., 2002; Su B et al., 2008). Specifici meccanismi regolatori possono essere attivi in
guesto processo: i n i pot €awuéndorcomitamte adnae st esi a
inibizione della PP2A, mentre non si osservano radicali cambiamenti nello stato di

attivazione di diverse chinasGSK3s(Bldmblene si
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E et al., 2007). Inoltre, studi sull 6iberna

che dellaGSK3-b durante i picchi ipotermici (Su B et al., 2008; Stieler JT et al., 2011).
Sebbene la maggior parte di aree prese in esame mostricounmwo di audurante

la condizione sperimentale Wb, NTS, dMV, LC, LPB, CBCx, MM, LH, Arc, DMH,

PVH, PV, VLPO, MnPO, CA3 e PRRglcune strutture specifiche tra cui il PV e la
corteccia parietale e cerebellare mantengono bassi livelli di espredsioieuin tutte

le condizioni. Si e osservato in pazienti con AD e animali ibernanti che le aree sopra citate
sono meno predisposte ad esprimefayp(Braak H et al., 2006; Hu W et al., 2017;
Fur man JL et al ., 2017; St ii@ené air quedtar et
differenziazione regionale € ancora di difficile spiegazione, ed & necessario condurre altri
esperimenti di natura funzionale al fine di comprenderne la ragione. Comunque, un
suggerimento arriva dagli studi di Hu e colleghi del 2017, i qnafitrano che, nel ratto,
GSK3re PP2A hanno espressione molto bassa
alla corteccia cerebrale. Inoltre, in accordo con le osservazioni precedenti, nel presente
| avor o | 0 eTaulrera pisadltaoneieC righétto a tutti i gruppi in TSutte le
strutture nervose esaminate. Possiamo quindi ipotizzare che dato il parallelisme tra TS
ibernazione naturaleAD nel | 6acTawmplt obdbi pmente | a

fosforilativo possiede un tratto comune.

| risultati ottenuti nel recoverperiod che segue il TS sono di maggiore interesse. Ad
0ggi, la reversibilita di una forte e diffusa fosforilazione della protdiaaera stata
osservata solo negli animali ibernanti (Planel E et al., 2004, 2007; Stieler JT et al., 2011;
Arendt T et al.,2015). | nostri risultati mostrano gia dopo 6h dal ripristino della
normotermia che tutte le strutture analizzate tornano a valori di fosforilazione molto simili

a quelli osservati nel gruppo di controllo C. La defosforilazione della proteinaon

gen

seguein maniera evidente la cinetica temperatdra pendent e del |l datti vi

Infatti, la GSK3-b, € il primo enzima a tornare attivo durante il riscaldamento corporeo.

Percio, dopo il picco di TS, mentre la TC torna a valori fisiologici, deve esserci una

finestra di tempo addi zi onal e -fsenzaasserepr ev al

contrastata dalla fosfatasi PP2A (Stieler JT et al., 2011; Planel E et al., 2004), portando
ad ulteriore fosforilazione della proteif@au Questo suggerisce che il meccanismo di
defosforilazione della proteindau € un processo attivamente regolato, sebbene i

meccanismi alla base non siano ancora noti. A parte il coinvolgimento della PP2A nella
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defosforilazione dellaausono stati descritti altri meccanismi. Infatti, i neuroni possono
attivamente rilasciare nello spazio interstiziale accumuli di prot&€snafosforilata
(SerranePozo A et al.,, 2011; Yamada K et al., 2011; Pooler AM et al., 2013), che
verranno in seguito defosforilati tramite fosfatasi 1specifiche DiazHernandez Met

al., 2010). Infatti, & stato osservato che pazienti con AD hanno [pelélevati diTau

che di fraunel liquido cerebres pi nal e ( Tapiola T et al ., 200
attivita di secrezione dellalpud a i neur oni e | 6attivit”™ fosf
spiegare i meccanismi che ripristinano i livelli dign dopo TS. Inoltre, la % piu bassa

di neuroniTauw-1-IR in R38 rispetto a C prowehe la defosforilazione della proteifau

non € completa, anche se i ratti mostrano un comportamento e un pattervegirao
apparentemente normali (Cerri M et al., 201®)a situazione simile é stata osservata

negli animali ibernanti (Arendt T et al., 2003; Planel E et al., 2007). Invece, valori normali

di Tau-1 sono stati osservati in ratti in seguito ad esposizione ad acqua fredda (Korneyev

A et al ., 19zbbe)dei datiotténutipptoessqre legatasalla specificita degli
anticorpi utilizzati: laTaw1 riconosce la proteinBausolo quando non é fosforilata tra i

residui 189 e 207 (Szendrei Gl et al., 1993; Billingsley ML e Kincaid RL, 1997), mentre

| 6 a n o AT8 riconpsce |daufosforilata sui residui Ser202/Thr205/Ser208 (Malia TJ

et al., 2016). | nostri risultati mostrano una condizione speculare solo nelle condizioni C

e N: guando AT8 e elevatdaul € bassa eiceversa Comunque, in R38 entrambi gli

anticorpi mostrano bassa immunoreattivita. La mancanza di neuroni/AagL-IR nel

gruppo R38 puo essere interpretata come una parziale defosforilazione dei monomeri di
proteinaTausu specifici epitopi di AT8. Ad esempio, se questa parziale defosfori@zio

e indirizzata sulla Ser202, il risultato € che il TS pud avere un effetto neuroprotettivo,

dato che la fosforilazione su Thr205, in un modello murino di AD, si &€ dimostrata in grado

di i ni bi r eb-alndia cociudneu,| oe dgiui ndi di bl occare | ¢
et al., 2016). Comunque, effetti avversi a lungo termine sui neuroni Non possono essere
esclusi in questo modello di TS, dato che 38h di osservazione non possono essere
comparabili con il ingo periodo richiesto per sviluppare neurodegenarazione in un
modello animale diTauyatia (Mustroph ML et al., 2010; Zhang Q et al.,, 2018).
Nonostante questo | i mit e,-veyliadurarid e gornatel e | CoOl
di recuperoda TS (Cerri M al., 2013), suggerisce che il TS non possa produrre reazioni

avverse.
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Anche la microglia potrebbe contribuire alla defosforilazione della profanainfatti,

le microgliosi, neuroinflammazioni caratterizzate da profilerazione e attivazione della
microglia, sono un importante punto di partenza n€lepatie (Ransohoff RM 2016;

Nilson AN et al., 2017). Considerando la limitazione della nostra analisi in cui e stata
presa in esame la microglia di un singolo soggetto per condizione, non sono state
ossenate significative differenze morfologiche (segno di sofferenza gliale) in nessuna
delle aree analizzate. Sebbene alcuni cambiamenti nella morfologia della microglia
ippocampale siano stati osservati in criceti ibernanti (Cogut V et al., R8@BESspinosa

G et al ., 2018) si ha una normali zzazione ¢
(Cogut V et al., 2018). Comunque, in questo studio abbiamo osservato una microglia
estremamente densa in R6 per tutte le strutture analizzate, senza differenze ilevan

R38 rispetto a C. Questo suggerisce che in R6 si possa avere un lieve e transiente processo
inflammatorio, apparentemente sovvertito al ritorno in condizioni fisiologiche. Degno di
nota il fatto che si abbia un accrescimento transiente della sthtesiochine pre
inflammatorie (I:6,IL-1 b) i n criceti 1 bernanti dopo 8h
al., 2018). Inoltre, la microglia viene ad essere attivata dalla profauwnaxtracellulare

(Asai H et al., 2015) e nelleaypatie la microglia semrh avere un ruolo nella dispersione

dei grovigli di proteinal'aunelle differenti aree cerebrali (Asai H et al., 2015; Bussian TJ

et al., 2018). In accordo con quanto detto, nel gruppo sperimentale R6, quaade la

quasi completamente defosforilata, uleggera microgliosi potrebbe contribuire al
rallentamento della completa clearance ddliu che e stata rilasciata dai neuroni
(SerranePozo et al., 2011; Asai et al., 2015).

Il SNE € anche chiamato brain in the gut o little brain e puo rappresensgecithio del

SNC, sia in condizioni di salute che patologiche. Il &&tremamente complesso, unico

e in grado di orchestrare le attivita del tGl indipendentemente dal SNC. Un SNE intatto &
essenziale per la compatibilita con la vita e disfunzioni dsigusistema esitano in

disordini gastrointestinali. Questo aspetto e ulteriormente avvalorato dal fatto che
patologie a carico del SNE sono strettamente correlate a malattie mentali. La struttura del

SNE per tanti versi richiama quella del SNC, percio, gapismi patogenetici a carico

del |l 6SNC possono anche sfociare in malatti e
interconnettono questi due sistemi possono fungere da mezzo di dispersione del focolaio

patologico (Rao M e Gershon MD 2016). Lionettaleghi hanno dimostrato che in
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culture fetali di neuroni di SNE di ratto, esattamente come nel SNC, e espFassa p

maniera costituitiva, ma non vi sono studi sui livelli @apnel SNE di ratto adulto. Vi

sono pochi studi in campo umano in merit@a@llegamento del SNE con la malattia di

AD, e in tutti sembra non esservi perdita neurondlawpatologica (Han J et al., 2017).

Il nostro studio quindi, seppur preliminare, attesta in primis che il SNE presenta neuroni

pTaulR anche nei ratti di contilo e, durante il torpore, il grado di fosforilazione della

pfau significativamente pi% elevato rispett
fosforilazione sembra calare dopo 6h dal | €
attuale non é possibilefafmare che questo modello possa essere utile al fine di studiare

le malattie neurodegenerative a livello del SNE, ma getta le basi per dire che anche in
guesta sede la proteina subisce modifichepasta duzi onal i , qui ndi | 6 a
poter essera ppr of ondi t o. Nell 6uomo con AD si 0SS
colinergici del tronco encefalico. Nel SNC si & osservato che la trasmissione colinergica

e di fondamentale importanza. Questo neurotrasmettitore favorisce anche la trasmissione
conilsi stema nervoso periferico, |l a comuni caz
altri neurotrasmettitori. Infatti, la somministrazione di inibitori delle colinesterasi sembra
essere molto utile nel trattamentlowelldel | e pr
del SNE la maggior componente neuronale e rappresentata dal sistema colirefgico (

75%) che regola diversi meccanismi fisiologici come apprendimento, memoria, rilascio

di ormoni, mentre i neuroni NNOS 25-30%) sono la maggior componente iniita

che ha un ruolo fondamentale nel potenziamento a lungo termine, in apprendimento e
memoria (Feng J et al ., 2018). Vista | 6i mp
deciso di andare a vedere se i neurohalplR colocalizzassero con uno dei due
neurotasmettitori. Allo stato attuale possiamo solamente affermare che in linea con

guanto visto in letteratura la componente colinergica sembra essere maggiormente
interessata. Quasi tutti i neuronigu colocalizzano con CHAT, solo una piccola parte

invece & NOS. Obiettivo futuro sara quello di contare le due popolazioni neuronali nei

differenti gruppi sperimentali per vedere se vi siano eventuali variazioni. Sia il lavoro
pubblicato sul SNC che i dat i preliminar:.i
ibernarti vi e la fosforilazione della proteindau nello stato di TS, fosforilazione

compl etamente ripristinata a l|ivello dell 6°¢

e il primo studio che propone la ricerca dellapnel SNE di ratto adulto, coinvolgda
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il tGl nella patogenesidelltayp at i e. Se b b e nausdmbraessene dovutao d i p
pit che altro ad un fenomenopsicchi mi co (| 6abbassamento del |l
defosforilazione al ritorno in condizioni fisiologiche sembrano essere finemegulati,

e nel SNC sembra essere importante il ruolo della microglia. | macrofagi, che
rappresentano una componente microgliale del tGl, presentano un pattern di distribuzione

molto simile alla microglia del SNC. Infatti, i macrofagi sono spesso asisaiojangli e

al connettivo del pl esso mienterico e alldi
la presenza di macrofagi a ridosso di neuriti di neuroni distrofici del plesso mienterico e

nella parete della muscolatura liscia in ratti anziangjuesto fa presumere un ruolo
neuroprotettivo (Phillips RJ e Powley TL 2012). Sarebbe interessante infatti andare a
studiare la componente macrofagica nel nostro modello di TS per capire se in questa

condizione vi siano modificazioni morfologiche.

In condusione, la spiegazione che possiamo fornire € che i meccanisntiguhstionali

che si verificano potrebbero servire a far fronte a condizioni estreme, ma per particolari
motivi, ad esempio per una maggi oreoni ntensi
far fronte a questi cambiamenti e il tutto esita in degenerazione. Sarebbe molto importante
stabilire se alcune tipologie neuaupenal i Si ¢
poter capire meglio la patogenesi delle malattie neurodegenerativeak noto che la
proteinaTauabbia un ruolo principale nella patogenesi delle malattie neurodegenerative

e che la sua presenza sia fondamentale al fine di sviluppare la malattia. Questo modello
sperimentale per la prima volta propone di osservare il amsmo a monte: il torpore
sintetico permette di spiegare cosa, in con
fare per prevenire la formazione degli aggregati di prot€smapatologici. Inoltre, il

parallelismo con il tGl potrebbe essere moltdey € noto infatti che molte malattie
neurodegenerative causino grave compromissione di tutto il sistema digerente e la
possibilita con la tecnica whole mount di isolare il plesso mienterico permette di studiare

al meglio la componente neuronale.
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Prefazioneterzo argomento

Questo argomento rappresentao studio ex vivo con lo scopo di investigare tramite
immunoistochimica, nel (tGl) di gatto, la distribuzione dei seguenti recettori dei
camabi noi di: CB1R, CB2R, GPmM5%13R.Inparicorld, PPAR?2
guesto studio fa parte di un progetto piu ampio di caratterizzazione della distribuzione del
sistema endocannabinoide (ECs) nel tGl di cane, nei gangli cervicali delle radadi dors

di cane (DRG) e nel tGl di cavallo. Da questo progetto abbiamo gia ottenuto una
pubblicazione su Histochemistry and Cell Biology per quanto riguarda la distribuzione
del |l 6ECs nel tGI di cane, i nvece, ek | avoroc
in fase di pubblicazionésubmitted)su Histochemistry and Cell Biology ed e gia stato

presentato tramite abstract al congresso NeuroGASTRO 2019 a Li§hesi. dati sono

gia stati oggetto di una tesi magistrale



Abstract Lavoro

Localization of cannabinoid receptors in the cat gastrointestinal tract

Agnese Stanzani, Giorgia Galiazzo, Fiorella Giancola, Claudio Tagliavia, Margherita

De Silva, Marco Pietra, Federico Fracassi, Roberto Chiocchetti

Department of Veterinary Medical Sciences (UNI EBO 9001:2008), University of
Bologna, Italy.

ObjectivesA growing body of literature indicates that activation of cannabinoid receptors
may exert beneficial effects on gastrointestinal inflammation and visceral
hypersensitivity. The presentex vivo study was aimed to investigate
immunohistochemically the distribution of the canonical cannabinoid receptors CB
(CB1R) and CB(CB2R), and the putative cannabinoid receptors G pratipled
receptor 55 (GPR55), nucleampxisome proliferateactivatedrecepor s al pha ( PPA
and gamma, trdnfidtAréepjor potential ankyrin 1 (TRPA1), and serotonin
receptor BHT1la (5HT1a) in the gastintestinal tract of the caResults- CB1R-
immunoreactivity (CB1RR) was observed ingastric epithelial cells,intedinal
enteroendocrine cells (EECs) and goblet cells, lamina propria mast cells (MCs), and
myenteric plexus (MP) neuron€B2R-IR was expressed by EEC®nterocytes, and
macrophagesGPR55IR was expressed by EECs, macrophages, immunocytes, and MP
neuronsP P A RRJwas expressed by parietal cells, immunocytes, smooth muscle cells,
and enteroglial cell? P A RRwas expressed by the nucleus of MP neurdfR$PAL

IR was expressed by enteric neurons and intestinal goblet=e&llEla receptotR was
expressedly gastrointestinal epithelial cells and gastric smooth muscle Celtlusions

and relevance Cannabinoid receptors showed a wide distribution in the feline GIT
layers. Although not yet supported by functional evidences, the present research might
represent an anatomical substrate that might be usefugport, in feline species, the



therapeutic use of cannabinoids during gastrointestinal inflammatory did€age®srds
i CB1, CB2, GPR5%PARJ PPAR, TRPAL,5-HT1a.



Abbreviazioni:

- ECs: Sistema Endocannabinoide

- tGl: Tratto Gastrointestinale

- CBD: Cannabidiolo

- (ITHC: -tpt@aidrocannabinolo

- CB1R: recettore cannabinoidi di tipo |
- CB2R: recettore cannabinoidi di tipo Il
- GPCRs proteine G assoaie a recettore
- AEA: anandamide

- 2AG: 2-arachidoinoilglicerolo

- CAMP: adenosina monofosfato ciclico
- MAPK:: proteina chinasi mitogeraitivata
- AC: adenilato ciclasi

- LSI: lisofosfatidilinositolo

- EECs: cellule enteroendocrine

- PPARs recettori attivati dai proldratori dei perossisomi
- CBG: Cannabigerolo

- CBC: Cannabicromene

- 9THCV: -9¢gannabivarina

- CBL: Cannabiciclolo

- CBN: Cannabinolo

- AJA: acido aiulemico

- NO: ossido nitrico

- NADA: N-arachidonoddopamina

- SNE: Sistema Nervoso Enterico



1 Introduzione

1.1La Cannabis nell dantichit

La Cannabis e stata ampiamente sfruttataf dal | 6anti chit”™ per i S
come la produzione di fibra, olio, cibo, medicinali, usi ricreativi e religiosi. Esistono due

specie che possono essere sia selvatiche che coltivate: C. sativa, alta e fibrosa e la C.
indica, piu bassa e colhegate proprieta psicoattive. Ne esiste anche una terza specie, la

C. ruderalis, esclusivamente selvatica. (Piluzza G et al., 2013; Pisanti S e Bifulco M,

2018). Si ipotizza che le sue origini risalgano al pleistocene in eurasia settentrionale,

dove, nel priodo di glaciazione, le popolazioni di Cannabis si distribuirono in nicchie
climatiche favorevoli spargendosi in Europa meridionale eestidsiatico, portando alla
differenziazione della pianta nelle varie specie. Solo con il riscaldamento terrestre la

pianta ha iniziato a diffondersi in tutto il mondo (Clarke R e Merlin M, 2013).

La prima testimonianza sull éutilizzo dell a
10000 anni fa in Giappone, dove sono stati ritrovati macrofossili di frutti e senrmap&a

risalenti a quel periodo. In Cina sono stati fatti ritrovamenti del 4000 a.C. che provano

che la Cannabis veniva utilizzata come fibra per abiti, scrittura, cibo e ai fini medicali e

religiosi. | rimedi medicali, tramandati oralmente per oltre 2008, asono entrati a far

parte nel | seconlo a.C. dell 6antica Far mac
C. sativa viene prescritta come rimedio cot
Cannabis come sostanza psicoattiva, essendo primgptd limitato agli shamani,
cominci, a spostarsi dall a Cina a causa del
in India. In india la Cannabis era principalmente considerata fondamentale per i riti
religiosi, e solo nel 1000 a.C. venne introdottaeomr i medi o contro | 6dans
antispastico e diuretico (Pisanti S e Bifulco M, 2018). La Cannabis si affaccio nel
Mediterraneo solo 3500 anni fa grazie alle

(SorensoniL e Johanness€L, 2009) che la utilzzavano durante rituali per favorire
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visioni e stati di trance, ma anche per il trattamento topico di contusioni, per la
depressione, le artriti e patologie ginecologigiMechoulam R, 1986). Vi sono

testi monianze sull 6us o HEjitolrisalenti€@arcarB@bansi anc he
fa, dove il suo uso medicinale é riportato nel papiro di Ebdégua 1) (Epstein HA

2010).

Figura 1: A1 Papiro di Ebers; B Seshat, dea della saggezzaonoscenza raffigurata co
foglia di canapa come copricap@modificata da : Bonini SA et al., 2018)

Nel mondo arabo la Cannabis e considerata medicina sacra, dai poteri inebrianti, come
riportato nenofitLtee omi(IPMiesaentunaS e Bi ful co M,
era utilizzata per trattare febbre, malaria, asma, morso di serpenti, avvelenamenti ma
anche per facilitare il parto. E proprio grazie al commercio di schiavi in Africa che la
Cannabis si diffusen Sud America, dove anche qui era utilizzata come medicinale e per

i riti religiosi (SorensorlL e Johannes<eL, 2009) Figura 2).
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Afrcan siaves

Figura 2: Diffusione della Cannabis nel mondmnodificata da: Pisanti M e Bifulco S,
2018)

Per greci e romani era di uso molto importante la canapa e solo attorno al | secolo d.C.
iniziarono a sfruttare la @nta come medicinale (Pisanti S e Bifulco M, 2018). Nel

medi oevo, con |l a bolla papale di Papa I nnoc
fedel i a causa degl:i effetti i nebrianti, |
produzione di carta e ltornd ad essere elevdferankhauser M, 200X larke R e

Merlin M, 2013).

1.2 La Cannabis nella storia moderna

William Brooke O6Shaughnessy fu un medico c
in India, dove scopri la variante in uso in questo pdase. sativa, che utilizzo (previa
sperimentazione animale) per produrre tinture alcoliche per pazienti affetti da reumatismi,

colera o tetano e bambini con convulsioni. Inoltre, durante il regno della regina Vittoria

diversi medici prescrissero la Caima per il trattamento di molte patologie, come

convul sioni e reumati smi. Mol to presto | 6u
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oltre lo scopo medico e molti artisti vollero provarla. A Parigi, nel Club des Hashischins,
frequentato da grandi scritt@ome Victor Hugo, Alexandre Dumas, Charles Baudelaire,

veniva fatto normale consumo di Cannabis. In Italia invece si devono i progressi a Carlo

Erba e al fisico Giovanni Polli. Nel 1847 a Milano, Polli assieme a Vigano e Mordaret
decisero di prestarsi comvelontari per mostrare gli effetti della Cannabis ad un gruppo

di fisici e scienziati (Pisanti S e Bifulco M, 2018). Carlo Erba fu il primo a tentare di

isolare i principi attivi della Cannabis con insuccesso, ma nel frattempo creo un
laboratorio per lamduzione di formulazioni galeniche per il trattamento di emicrania,

nausea e artriti che ebbe molto successo. Alla fine del XIX secolo diversi laboratori nel

mondo lanciarono in commercio differenti formulazioni di Cannabis (e.g. pillole ed

estratti) conproprieta analgesiche, antiinflammatorie e antispastiche. Data la spiccata
variabilit”™ di efficacia e dosaggi o necessa
XX secolo, anche perché nello stesso periodo divennero disponibili a livello commercial

[ pri mi far maci antidolorifici non psicoat
2018). Nel 1925 con | a Seconda Convenzione
tra Stati Uniti, Germania, Cina, Giappone, UK, Francia, Italia, PortogallojdRiP&gsia,

Ol anda e Siam venne regolato e controll ato
cocaina e di altre droghe. Si stabili che canapa indiana e derivati da essa potessero essere
utilizzati solo a scopo medico e che le formulazioni adibitaltdusi dovessero essere

tolte dal commercio. 11l c¢crollo definitivo a
Tax Act o, che consisteva nel pagamento di
Nonostante tutto, la ricerca sulla cannabis venn&fzoavanti ad Israele, dove nel 1962

Gaoni e Mechoulam identificarono la struttura dei fitocannabinoidi, le sostanze attive
delaCannabi s, ed i nt eptarratiidcrool caaiiéf)a dir@dipadelp® ( 9
responsabile dell 6effetto psicoattivo (Asht
090 venne scoperto il sistema endocvannabino
Fu una scoperta sensazionale, un sistema fisiologico endogeno, che se stimolato puo
essere coinvolto in numerose patologie. Da qui nacque nuovamente un interesse
scientifico verso la Cannabis (Pisanti S e Bifulco M, 2018). Negli ultimi decenni si sta
cercando di creare medicinali che hanno come target il sistema endocannabinoide. Un
esempio il Rimonabant per il trattamento

poiché scaturiva comportamenti depressivi nei pazienti (Pisanti S et al.,, 2009). |
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cannabinoidi hanno un effetto antidolorifico e a differenza degli oppiodi creano meno
dipendenza. Un esempio di molecola sintetizzata dalla Cannabis € il cannabidiolo (CBD)

con potere terapeutico e privo di effetti psicoattivi. Nel 2018 é stato approvetpli di ol e x
(farmaco a base di CBD) dal Food and Drug Administration (FDA) per patologie
convul sive nell uomo (Pisant. S e Bifulco
nuovamente consentendo un utilizzo medico e la legalizzazione a scopi ricresdinti(P

S etal., 2015).

1.3 Il Sistema Endocannabinoiden quadro molecolare

Il componente fondamentale della C.sativa i
THC, isolato nel 1964. Per mol ti aziah i dopo
di questa molecola rimasero sconosciuti. Nel 1980 venne scoperto il recettore dei
cannabinoidi di tipo 1 (CB1R), una proteina G associata a recettore (GPCRs), molto
abbondant e nell encefal o umano e I n por zi
immunitario (Bauaboula M et al., 1993; Galiegue S et al., 1995 Sugamura K et al., 2009).
Successivamente venne isolato nella linea cellulare leucemica HL60 il recettore per i
cannabinoidi di tipo 2 (CB2R), con un 44% di omologia con il CB1R. Il CB2R é stato
idenificato principalmente nelle cellule del sistema immunitario umano a
differenziamento mieloide. Dopo la scoperta di CB1R e CB2R sono stati identificati molti

altri recettori per i cannabinoidi com GPR18, GPR55 e il GPR119, TRPVs e PPARs

(Figura 3).
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Il -08C e unamolecola lipofila, per questo motivo si ipotizzava che anche i
cannabinoidi endogeni lo fossero, infatti, fu possibile identificare il primo
endocannabinoide tramite separazione dei lipidi (Devane WA et al.,1992). Il primo fu

| 6 anandé&Aiclieee urf &gonista parziale di CB1R e CB2R; in seguito 2
arachidonoilglicerolo (2AG), un monoacilglicerolo agonista completo di entrambi i
recettori ma con maggior affinit”™ per il CB
periferico anche altr lipidi bioattivi come le  Nacil-etanolammine
(palmitoiletanolammind& PEA) o altri monoacilgliceroli (almitoilgliceroloi 2PG) in

grado dilegarsia cannabindidi ke r eceptor, esplicando | a st
meccanismi ancora sconosciltid ECs ~ st ato trovato nei ma mi
anfibi, nei pesci, echinodermi e mitili e in animali primitivi provvisti di una rete nervosa

come | 6hydr a, ma non in altri i nvertebrat.i
nei mammiferi ® ECs eser ci t i un effetto-outelair omodul
recettore CB1R in toptausa risposte nocicettive alterate con deficit motori e alto tasso

di mortalita (Zimmer A et al., 1999).
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Agonisti dei recettori dei cannabinoidi e inibitori deginzimi che ne regolano la

biosintesi causano effetti antinocicettivi e potrebbero costituire una alternativa valida agli

oppioidi nel trattamento del dolore inflammatorio e neuropatico. Studi clinici emergenti

mostrano come la Cannabis siaingravodvallear e i |

dol

or e

n

pat ol c

ad esempio il cancro, sclerosi multipla e fiboromialgia, ma mancano tuttavia studi clinici

sul |l 6ef fi

caci

a

anal gesica dell

a pianta

(Dor

di segnalazione coinvolto in nwrosi aspetti fisiopatologici € ormai chiaro che questo

sistema rappresenti un potenziale bersaglio per lo sviluppo di nuovi farmaci target

(lannotti FA et al., 2016).

1.3.1 Recettori associati a proteine G: CB1R, CB2R, GPR55

CB1R, CB2R e GPR55 sono rétoei che appartengono alla superfamiglia dei recettori

associati a proteine GGPCRs. Questi recettori presentano sette domini transmembrana

interconnessi tra loro da tre loop intra ed exeHulari (Figura 4).

aminoacidi
-~ NH.

0000
s |

Qi V4

-eliche

domini transmembrana

7 domini transmembrana
ad a-elica

Il cambiamento conformazionale
del recettore attiva la proteina G

18
: \ _,>l zm!,_.}! E
COOH

eﬁenci

Figura 4: Rappresentazione schematica di un recettore GPCR. Il recettore & costituito da
terminale extracellulare, 3 anelli extracellulari, 7 domini transmembrana, 3 anelli intracellulari
dominio Cterminale intracdulare, che € coinvolto nella trasduzione del segngi®nte:
https://www.google.it/imghp?hl=it&tab=wi&oghpl
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Il CB1R e il CB2R vengono attivati tratmie i l i gandi pri ndHC®al i : 1]
e con minore affinita il cannabinolo) e alcuni dei ligandi sintetici; 2) eicosanoidi con AEA

e 2AG. Sono comunque stati progettati composti sintetici in grado di legare questi due
recettori e di agire comagonisti, agonisti inversi, antagonisti o modulatori del sito di

legame (questi ultimi solo per il CB1) (Pertwee RG 2010).

I CB1R € espresso principalmente in molte strutture nervose, come nei bulbi olfattori,

nel cervelletto, neadabsal ppomemdao, cmoagitegang
nell 6i pot al amo, nel talamo e nel tronco et
abbondante nell 6encefalo umano ed  per gt

recettore cannabinoide encefalico (Turu G 2010). Neikggior parte delle aree
encefaliche il CB1R é espresso nei terminali presinaptici di neuroni glutammatergici e
GABA-ergici, in strutture omo ed etetomeriche (Elphick MR et al., 2001). Comunque

il CB1R € espresso anche a livello psstaptico e alcunstudi provano che questo

recettore puo formare eterodimeri con altri GPCRs, come ad esempio i recettori per

| 6adenosina A2 e per | a dopamina D2. All o ¢
la relazione che si if@auwa tra i ligandi e questi recett@terodimerici, quindi la funzione

esercitata da queste strutture non e del tutto chiara (Przybyla JA e Watts WJ, 2010; Ferre
Setal., 2010; Ward RJ et al., 2011). Il CB1R comunque é stato osservato anche in cellule

non neur onal i de Mmpicnegh asteotitea dove lasua attevazore: caeisa e

il rilascio di neurotrasmettitori (Stella N 2010; Oliveira de la Cruz JF et al, 2015). Una

volta attivato, il recettore induce un aumento intracellulare @i, Che causa il rilascio

di glutammato e laanseguente attivazione dei recettori presinaptici metabotropi per il
glutammato (Navarrete M et al., 2010). La porzione intracellulare del CB1R e
frequentemente accoppiata con proteine Gi/Go. Percio, la stimolazione del CB1R tramite
ligandi esogeni o0 endegn i i ni bisce I 6attivit”™ dell 6aden
riduzione dei livelli intracellulari di adenosina monofosfato ciclica (CAMP) o promuove

l 6attivit”™ del |l a -gtivatat(MAPK) §Ture G 20003 #lcuni studt o g e n o
hanno mostrat c he i | CB1R in alcuni tipi cellul a
tramite proteine Gs o Gq, 0 pud essere accoppiato, tramite Gi/q, a&aqltri tipi di

segnale intracellulare, come la proteina chinasi B (Akt/PKB), la fosfatidilinositolo 3
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chinas (PI13K) e nel pathway della fosfolipasi C/inositolo 1:4rjfosfato/proteina chinasi
C (PLCB/ 1 P3/PKCQC) (Navarrete M et al ., 2010
cascata intracellulare AC/cAMP €& un meccanismo chiave nel controllo di attivita che

coinvolgono la funzionalita cellulare e la sopravvivenza, differenziazione, proliferazione.

|l noltre, il cAMP regola | d6attivit”™ *di mol t e
il Ca®* voltaggiodi pendent i, nei neur oni di Gilofgpaot t i vazi
inibire | 6atti v a Zivataggodipgendent. Eeqsirdii chiatoacheaill i Ca

recettore per il CB1 possa controllare in generale il destino cellulare, e in particolare

l 6attivit”™ elettrica neuotasetitei (Sanchet ME onseg.lL
et al., 2003; Witkowski G et al., 2012; Pertwee RG 1997; Howlett AC et al., 2000). In
particolare, e stato dimostrato che dopo la depolarizzazione neuronale, la sintesi di
endocannabinoidi nei terminali postsinaptici viene rapielate innescata, una volta

sintetizzati, AEA e in particolare 2AG vanno ai terminali presinaptici e legano i recettori

per il CB1, per poi essere inattivati tramite enzimi idrolitici. Percio esiste una produzione

di endocannabinoidi su richiesta che agmrocome segnale retrogrado, assieme

all 6attivazione da p ardpendetdtedel KEBAI Héi nchhnai
dei canali C#', controllando il rilascio di neurotrasmettitori eccitatori e inibitori. Tutto

questo porta ad orchestrare finementa dur ata del |l 6attivit”™ sir
plasticita sinaptica a breve e lungo termine (Mu J et al., 1999; Wilson Rl et al., 2001; Di

marzo V e Petrocellis | 2012frigura 5).
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Figura 5: meccanismo di azione retrogrado de”Ag sulle sinapsi
neuronali. Dopadepolarizzazione neuronale 1) si ha il rilascidce
dipendente del glutammato dai terminali presinaptici 2) 3) che at
i recettori NMDA sui terminali postsinaptici 4) creando de
correnti  postsinaptiche eccitatorie. Questo cambiame
nel | detc'cidiiabmelmbr ana causa | ¢
2-AG 5). Il 2AG torna in maniera retrograda ai terminal
presinaptici e si lega ai recettori per il CB1, che attivano i canali
e inibiscono i Ca2+ e questo inibisce il rilascio
neurotrasmettitori(modificata da: lannotti FA et al., 2016)

131



I CB1R e anche espresso a livello del sistemaaser\periferico e in molti tessuti e

organi nei mammiferi, come ad esempio: tratto gastrointestinale in particolare sui neuroni
enterici di diversi mammiferi (KulkardNarla A e Brown DR, 2000; Van Sickle et al.,

2001; Coutts AA et al.,, 2002; Galiazzo G &, 2018), oltre che sulle cellule
enteroendocrine (EECs) e sulle cellule della lamina propria (Adami M et al., 2002,

Hornby PJ e Prouty SM, 2004; Galiazzo G et al., 2018). E espresso anche a livello di
diversi organi come cuore, polmoni, muscolo liscisckeletrico, apparato riproduttivo

maschile e femminile, tessuto adiposo, fegato, ossa e pelle (Parolaro D e Rubino T, 2012;
Matias | e Di Marzo V, 2006; Talwar R e Potluri VK, 2011; Alger BE, 2012; lannotti FA

et al., 2013; lannotti FA et al., 2014; Galzo G et al., 2018). Il ruolo cruciale di questo
recettore nel manteni mento dell 6omeostasi
strumenti sia di tipo farmacologico che genetici. Molti studi riportano che la perdita di

CBI1R sia associata a disordini at@piscono sia a livello centrale che organi periferici

(lannotti FAetal, 2016). 11 CB1R  anche res-ponsabi
THC, il quale stimolando il recettore ha un ruolo nella regolazione del dolore, nelle
funzioni immunitarie, Blla risposta allo stress, nella regolazione energetica e nella
lipogenesi (Cabral GA et al., 2015).

(! CB2R ha wunb6éomol ogia del 44% con il CB1
collegato con subunit”™ U di protklAde Gi/ o.
attiva la MAPK (Jin K et al., 2004). A differenza del CB1R i livelli del CB2R sono molto

piu bassi a livello encefalico, e diversi studi mostrano che la sua espressione e ristretta
solamente ad alcuni tipi neuronali ed & abbondante nella mecegkgli astrociti attivati
(Stella N 2010; Demut h D@spressidd® dell GB2Ranei A , 2 C
neuroni e |l a conseguente attivazion® da par
voltaggiodipendenti, infatti topi CB2/R mostrano fentipo tipico in risposta a stimoli di

stress e al consumo di sostanze di abuso (Atwood BK e Mackie K, 2010; Onaivi ES et

al., 2008a e b). Infatti, Xi e colleghi hanno dimostrato usando topi CB& la

stimolazione enfalica dei recettori CB2R usando dupa ha un ruolo chiave nei
meccanismi di gratifica post assunzione di cocaina e in tutti gli effetti psicomotori (Xi

ZX et al.,, 2011). Comunqgue rimane necessario approfondire il ruolo del CB2R

nell 6encef al o, e s e ef f et tmnevmmenmmsmedi quest o

cambiamento dell 6umore resta ancora da stab
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Di contro, € chiaro che il CB2R sia abbondantemente espresso in cellule che
appartengono al sistema immunitario come ad esempio i monociti, macrofagi e cellule B

e T (Matia | e Di Marzo V2007; Staiano Rl et al., 2015). In queste cellule il CB2 riduce

il rilascio di citochine proinfiammatorie e fattori linfoangiogenici (Pertwee RG 2006;
Staiano Rl et al., 2015). Inoltre, i recettori per il CB2 sono presenti in altri organi periferici

e tip cellulari che hanno un ruolo fondamentale nella risposta immunitaria, come milza,
tonsille, timo, mastociti e cheratinociti (Galiegue S et al., 1995; Campora | et al., 2012),

come anche nel tGl. Nel tGl e espresso da plasmacellule, mastociti, celldieickes

linfociti, cellule epiteliali e cellule gliali enteriche (Facci L et al., 1995; Wright K et al.,

2005; Wright KL et al., 2008; Duncan M et al., 2008; Svensson M et al., 2010; Ke P et

al., 2016; Galiazzo G et al., 2018). I CB2R é ingrado dircand | ar e | 6atti vaz
migrazione delle cellule del sistema immunitario e per questo rappresenta un regolatore
chiave delle risposte infammatorie e nocicettive (Malan Jr JT et al., 2003; Whiteside CT

et al, 2007).

Anche il GPR55 appartiene alla famaldei recettori associati a proteine G ed é
considerato anchébéesso un recettore per i c
recettore e il lisofosfatidilinositolo (LSI), ma il GPR55 sembra essere attivato anche dal

g 9THC come anche da alcuni agdnisversi sintetici del CB1R. La sua attivita sembra

essere inibita da fitocannabinoidi ad effetto non psicotropo come il CBD. Si pensa che
basse concentrazioni di AEA, 2AG e PEA possono attivare questo recettore (Oka S et al.,
2007; Henstridge CM et ak009; Sharir H et al., 2012; Pertwee R®6), ma a causa

della variabilita tra tipi cellulari, le condizioni sperimentali e la possibile formazione di
eterodimeri CB1GPR55 non é ancora del tutto certo (Kargl J et al., 2012; Martinez
Pinilagetal.,204) . Nel |l 6encefalo di topo il GPR55
tronco encefalico, corteccia e cervelletto
corpo striato, di ipotalamo, di cervelletto, di talamo e ponte (Yang H et al., 2016). Il
GPR55¢ espresso anche a livello periferico, in cellule endoteliali, ghiandole surrenali e

nel tGl (Sawzdargo M et al., 1999; Ryberg E et al., 2007; Galiazzo G et al., 2018), oltre

che sui linfociti, sulla milza e su numerose cellule tumorali, infatti puo inflame la
proliferazione (Henstridge CM et al., 2011; Ross RA et al., 2011). E presente anche a
livello di osteoblasti e osteoclasti, dove puo regolare la plasticita della massa ossea € in

cellule metabolicamente attive come gli adipociti (Whyte LS et28lQ9; Morene
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Navarrete JM et al., 2012). Comunque, | 6esa
completamente stata chiarita, uno dei motivi € sicuramente che il fenotipo di topi GPR55

" non risulta essere particolarmente evidente. Studi recegttmoano che | datti v
GPR55 potrebbe avere un ruol o esattament e
Nel |l 6obesit”™ sembra essere coinvolto in un
la lipogenesi nel tessuto adiposo viscerale (Wu CS et @13)2 Inoltre, mentre la

stimolazione farmacologica del recettore CB1R e del CB2R da parte di endocannabinoidi

O cannabinoi di sintetici attenua | daggressi
pelle e linfomi, il GPR55 sembra promuovere la pradigone delle cellule tumorali (Hu

G et al., 2011). Inoltre, il GPR55 sembra avere anche un ruolo di tipofaommatorio,

perché grazie alla sua interazione con il CB2R negli stati inflammatori & in grado di
aumentare | 6ef fi ci eurafih andudndorae landegtanuazoneoen e d e |
la formazione di ROS (Balenga NA et al., 2011). Il GPR55 e stato riscontrato anche nei

mastociti, dove esercita un effetto amfiammatorio, rilasciando il fattore di crescita

nervoso da parte del mastocitatetae nuando | dangi ogenesi (Cant
sSua attivazione su monociti e cel bul e N K
I nfiammatori e, del l 6attivit”™ citolitica del
dei monociti (Chiurchiu V et al.2015). Si pud dire che il GPR55 abbia un ruolo

fondamentale nell 6i mmunit”™ innata e nell e i

1.3.2 Recettori canale che determinano varianzioni tarnsitorie di
potenzialeTRP: TRPV1 e TRPA

Questi recettori sono un gruppopoteine di membrana coinvolte nella trasduzione di

un ampi o numer o di segnal i sia chimici che
ioni mediante trasduzione di segnali di tipo nervoso. Sono coinvolti in numerose funzioni
fisiologiche come lapeeczi one del |l a temperatur a, | 6odor
dolore (Wu L et al., 2010; Moran M et al., 2011). | fitocannabinoidi legano tre differenti

famiglie di canali TRP: TRPV (Vanilloide), TRPA (Ankirina) e TRPM (Melastatina).

Questi recettori sonformati da sei eliche transmembrana, un poro cafpmmmeabile

tra la quinta e la sesta elica, e domirigd N terminali intracellulari Figura 6). La

differenza di queste tre famiglie di recettori sta nel numero di ripetizioni di domini
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Ankirina ches i t r o vtarmioale ddl recgttdre. | TRPA hanno un numero molto
elevato di ripetizioni Ankirina mentre i TRPM mancano di questo dominio. | TRPV

invece presentano un numero variabile di domini Ankirina a seconda del recettore
(Morales P 2017).

I[l(("“ I blvl\‘r’ =
yy! 1800400
S jl‘;l».‘“r“’lhlu\‘u 1 | g [g

TRPV
@ Ankyrin repeat
€] @ Na’, Ca”
TRPM
TRPA

Figura 6: Struttura dei canali TRRYmodificata da Morales P et al., 2017)

Seitipi di canali TRP sono coinvolti nella modulazione dei fitocannabinoidi: TRPV1,
TRPV2, TRPV3, TRPV4, TRPM8 e TRPAL. Dato il crescente numero di dati che
mostrano una interazione con il sistema cannabinoide e questa famiglia di recettori viene
anche chiarata recettori cannabinoidi ionotropici (De Petrocellis L et al., 2008; Di Marzo

V e De Petrocellis L 2010; Akopian AN et al., 2009). Percio, questi recettori
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rappresentano un potenziale target per |

sensomli, inflammatorie e dermatologiche (Caterina MJ 2014).

Il recettore TRPV1 e stato clonato per la prima volta nel 1997 come recettore di un
prodotto naturale, la capsaicina. | canali TRPV1 sono attivati da una pletora di ligandi

chimici sia esogenicheeoadyeni come f it ocann-ardhidoood di , PEA
dopamina (NADA). Anche stimoli meccanici e fisici come alte temperature (<43°C),

basso pH e cambiamenti osmotici possono attivare questo recettore (van der Stelt M et

al., 2005; Cesare P et al., PONagy | et al., 2014). La funzionalita dei recettori TRPV1

e dipendente dal legame di una proteina regolatrice che induce cambiamenti nello stato

di fosforilazione. I nfatti, per | 6attivazi
esempio da paetdi adenosina trifosfato (ATP), proteina kinasi A (PKA), proteina kinasi

C (PKC), fosfatidiinositolobi sf osf at o (P11 P2). Léattivazi c
contribuisce alla trasmissione di segnali dolorifici, inflammazione neurogenica, plasticita
sinaptca, overeccitabilita neuronale e neurotossicita (Cesare P et al., 1999; Nagy | et al.,
2014). Dall odaltrdi mpdhottteq dalaludnetnttiovaldi Cme d
attivare: 1) proteine come la calmodulina che stabilizzano i canali in ufare@zione

chiusa; 2) fosfatasi G&dipendenti come la calcineurina, che defosforilano TRPV1 e lo
inattivano. Questo veloce processo di inattivazione del TRPV1 e noto come
desensitizzazione e si pensa che sia alla base del paradosso degli effetticgnalges
antinflammatori ed anttonvulsivi degli agonisti del TRPV1 (Brederson JD et al., 2013;

|l waoka E et al ., 2015) . I recettor.i TRPV1
neuroni sensoriali (principalmente nelle radici dorsali e nel ganglio tiggraicome gia

detto sono coinvolti nella percezione del dolore, della temperatura e nella percezione
sensoriale in generale in condizioni patologiche e non. TRPVibcatizza con |l

recettore CB1R e con il CB2R in neuroni sensitivi e del sistema nereosale. Questo

recettore e espresso anche sui terminali delle fibre estrinseche primarie afferenti del tGl

e in elementi immunitari della mucosa. Il plesso mienterico e le fibre nervose
intergangliari sono positivi al TRPV1 (Ward SM et al., 2003). Ancheervi che

decorrono all'interno degli strati muscolari e lungo i vasi sanguigni della sottomucosa del

tratto gastroenterico sono immunoreattivi (Ward SM et al., 2003, MacNaughton WK et

al., 2004). Nell'intestino prossimale ci sono alcune afferenze velgaliesprimono il

TRPV1 (Ward SM et al., 2003). E presente anche in cellule non neuronali e in tessuti
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come i cheratinociti e il muscolo scheletrico (Edwards JG 2014; lannotti FA et al., 2014;
Nagy | et al., 2014).

TRPAL, ovvero il recettore a potenzidlae ansi ent e per | 6Ankirina 1

prima volta nel 1999 e <costituisce | d6unic

(Jacquemar D et al. 1999; Corey 2003). Caratteristica distintiva sono i domini di Ankirina

a | HeinNnale, e pud presentarsia come recettore omahe eteretetramerico,

fenomeno molto comune nei canal i TRPs ( Mee

guesto recettore varia ampiamente in differ

del | 6ani mal e, e condiziohi sppronentaked le techiche wilizzate. TRPAL
principal mente espresso nelle fibre C d

sensoriali, inclusi i gangli delle radici dorsali, il trigemino e i gangli nodosi (Barabas ME

et al., 2012; KobayasK et al., 2005; Nagata K et al., 2005; Story GM et al., 2003). Nel

tGl e presente nella mucosa duodenale, ileale e nel colon oltre che nelle EECs che

secernono colecistochinina e (Neszawadtetaah, i n a, S |

2009; Cho HJ et 312014) Anche i neuroni intrinseci del sistema nervoso enterico (SNE)

sono positivi al TRPA1l, sembra infatti <che

esogeni inibisca contrattilita e transito dei contenuti nel colon tramite meccanismo

nitrergico (Poole DP et al., 2011). Anche nei gangli del plesso mienterico nello stomaco,

nel piccolo e grosso intestino si osserva positivita al TRPAl. Nel duodeno

| i mmunoreattivit”™ al TRPA1l =~ stata rilevat

esternaPool e DP et al ., 2011) . C stato ident

(Stepanyan RS et al., 2011), nelle cellule endoteliali vascolari del ratto (Earley S et al.,

2009), nelle isole pancreatiche di Langerhans del topo (Cao DS et al., 2012), in tutto

sistema respiratorio (Caceres Al et al., 2009), nei cheratinociti e nei melanociti umani

(Atoyan R et al., 2009), nei sinoviociti umani (Kochukov MY et al., 2006) e nei fibroblasti

della polpa dentale umani (El Karim IA et al., 2011; Léamzalez MEt al. 2017). I

TRPA1 viene ad essere attivato tramite diversi composti chimici che si trovano

nell 6ambi ente quotidiano e che possono ind

Generalmente gli agonisti di questo recettore possono essere categanmeatiettrofili

reattivi al tiolo che possono modificare il canale e un gruppo di composti non elettrofili

che possono attivare il canale tramite legame non covalente. Al primo gruppo

appartengono erbe e spezie e ugialielirrants ot i oci
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volatili, perossido di idrogeno, anestetici, chimici da laboratorio, ed anche attivatori
endogeni dello stress ossidativo (Meents JE et al., 2018). Questi agonisti dopo il legame
modificano covalentemente il recettore, e sembrano e$sadamentali tre residui di
cisteina e uno di lisina per questo legame. Il secondo gruppo comprende dei composti non
reattivi, che non essendo elettrofili, non sono in grado di modificare covalentemente i
residui di cisteina. A questo gruppo appartengertze e piante, come ad esempio Il
ment ol o, il c ar v aEQ, fadmaci conheal cotrimazaot nifedipinaei | 9
farmaci non steroidei. Un aumento intracellulare ed extracellulare dei livell?deGa

grado di attivare questo recettore dgomziarne la risposta verso gli agonisti con una
conseguente prolungata inattivazione del canalgtavia, il meccanismo esatto e
specialmente il sito del potenziamento e dell'inattivazione dél€®ao ancora dibattuti
(Meents JE et al., 2018)

1.3.3 Recettori attivati dai proliferatori perossisomiali PPARU e
PPARD

Recentemente  stata avanzata | 6ipotesi di

attivati dai proliferatori perossisomiali (PPARs) da parte dei cannabinoidi. Alcune delle

risposte fisiologiche scatenate dai fitocannabinoidi sono atedia questi recettori

nucleari di ormoni, che come risultato finale controllano la trascrizione di geni target.
Léattivazione di PPARU e PPARO2 da parte de
neuroprotettivo, antinocicettivo, antiproliferativo, antiamhmatorio e metabolico.

Perci ,, S i pu, dire che | 6attivit”™ dei fidt
correlata ad una risposta potenzialmente terapeutica in patologie come ad esempio cancro,
diabete, obesita e disordini cardiovascolari oroeegenerativi (Morales P et al., 2017).

Vi sono studi che mostrano che a-THCeni fitoc
CBD, sono in grado di attivare | dattivit@
essere bloccato tramite antagonistiggiesti recettori. Comunque, il meccanismo di

i nnesco di Qquesta attivit”™ trascrizionale r
SE 2016, O6Sul livan SE 2013) . Comunque,
meccani smo ddéazi one tan2006eAgbrose AldBietrale 20079 ( Sun

| PPARs hanno una struttura secondaria estesa composta da 13 aHaahsimembrana
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e un foglietto beta. A livello cristallografico € evidente che i cannabinoidi non occupano
completamente la tasca di legamersgkttore, e questo potrebbe spiegare il basso grado

di attivazione dei recettori PPARS in seguito ad esposizione a questo tipo di molecole.

Tra i meccanismi di attivazione del PPAR da parte dei cannabinoidi vi sono, oltre al

| egame di r et di quest reGetiori nuclgaa da paneedi un metabolita; il
trasporto all éinterno del nucl eo del cannatk
(FABPSs); la stimolazione di un recettore CB1R/CB2R che a sua volta innesca un pathway

intracellularech@ or t a al | 6att iFigwaz/). one dei PPARs (
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Figura 7: meccani smo ddazione pr op o s-{amnaltinoidi.e
A) legame diretto del fitocannabinoide @cettore nucleare B) possibile conversione
fitocannabinoide in un metabolita che attiva il PPAR C) Trasporto del fitocannabir
tramite cofattore FABP D) possibile stimolazione di un recettore di membrana CB1/CE
a sua volta scatena un pathwaynt r acel | ul are che port a
(modificata da: Morales P et al., 2016)

| recettori PPARs formano eterodimeri con il recettore intracellulare X per i retinoidi e,
dopo attivazione, possono interagire con cofattori specifici che innescano la trascizione
genica (Burstein S, 200%Figura 8).

Léeffetto dei fitocannabinoi di suli recetto
combinazione di guest. meccani s mi ddéazione

espressione di quegtathway. Effettivamente resta da chiarire seedig isoforme di
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PPARs prediligano un determinato meccanismo di attivazione dei fattori di trascrizione

o se | 6attivazione selettiva dipenda dal fi
1 PPARU =~ espresso pr,cuoremuyseald etessutoadipaso.l i v el |
Perci,, | dattivazione di questo rienesea t or e d

meccanismi legati alla memoria, ricompensa, metabolismo lipidico ezagsardi cibo.
Questo recettore risulta essere localizzato sugli enterociti in intestino tenue e neuroni del
plesso mienterico e sottomucoso del tGl di ratto (Cluny NL et al., 2009), sulla glia del
plessomientericodi cane (Galiazzo G et al., 2018) e suibre vagali afferenti del tGl

(Izzo e Sharkey, 2010).

IPPAR2  principal mente espresso nel cuor e
Questo fattore di trascrizione risulta essere implicato principalmente nella regolazione

delle riserve di acidi grassi, nel metabolismo del glucosio, nella crescitarenizitezione

cellul are. Léattivazione di guesto recettoa
apoptotici ( Bur-mHCted CBD e @nche 2zahrtakinoidi sintdtici aqrfie

il CBD sono in grado di legare questo recettore e di innescare i nisocdntrascrizione

e questi effetti vengono ad essere inibiti attraverso antagonisti del recettore. Questo
recettore risulta essere fondamentale nelle risposte di tipo inflammatorio. Recenti studi

hanno mostrato che il cannabinoide sintetico acidaemiab (AJA) lega il recettore

PPARD su uno specifico Hgumi8)rmraegaandd procéssiga me i

cellul ari sopra <citati. Si suppone <che 10
endogeni come ad esempi o g/l azone indireita den oi d i [
meccani s mi di trasduzi one attivati dal | 6/

arachidonico portando ad un aumento della sintesi di prostaglandine (Burnstein S, 2005).

1.3.4Recettori per la serotonina-FbT)

La serotonina, o-tdrosstriptamina, € un neurotrasmettitore cruciale nella regolazione di
differenti funzioni a livello di sistema nervoso centrale, periferico e sistema nervoso
enterico. Circa il 95% della sintesi della serotonina avviene a livello delle EECs
localizzate nel tGé& una minore quantita viene sintetizzataello dei neuroni del plesso
mienterico (Gershon MD e Liu MT, 2008; Spiller R 2008; Denes V et al., 2009; Keating
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DJ et al ., 2013) . LOi mportanza di guesta m
sua dupce azione come messaggero della mucosa e neurotrasmettitore. Stimoli chimici

e meccanici nel lume del tGl inducono il rilascio da parte del€sdi serotonina a

livello della lamina propria, che va a legarsi a specifici recettori posti su proiezioni di

neuroni afferenti estrinseci primari (IPANs), che inducono la trasmissione di segnali di

nausea, vomito e dolore a livello del sistema nervoso centrale. La serotonina percio ha un
effetto diretto sull dinnervazisimlRANscheat r amur
neuroni del plesso mnterico) rispondono in presenza di serotonina iniziando riflessi
peristaltici e secretori. Inoltre, la serotoninadwotta dai neuroni del plesso enierico é

coinvolta nella regolazione dpatternmotori del tGl contrbéando la neurotrasmissione

lenta e veloce (Giancola F et al., 2017). | recettori per la serotonina sono classificati in
sette famiglie all édinterno delle quali sonoa
famiglie sono rappresentate da reaetissociati a proteina G, solo la famigligH33

sSono recettori associati a canali ionici, localizzati principalmente nel tratto gastroenterico
(Katzung BG 2007). | recettori responsabili del controllo della peristalsi sono pero i 5

HT2, presenti lungo tta la muscolatura liscia (circolare e longitudinale) del tGl. |

recettori 5SHT1d e 5HT4 controllano invece attivita del sistema nervoso enterico

(Katzung BG 2007; Giancola G et al., 2017). Su questi recettori agiscono i
fitocannabinoidi inparticolare ilgpp9THC agisce come antagonista del recettore della
serotonina 5HT3A (Barann M et al., 2002), mentre i suoi effetti sulla memoria, ansiolitici

e sull éinterazione social e slHdRA(VidasXett i al s
al., 2015).1l CBD, il p9THCYV agiscono sul recettoreldT1A attivandolo (Russo EB et

al., 2005; Cascio M@t al, 2010; Cascio Mt al, 2015). Esiste uno studio che mostra

che il CBD, legandosi al suo recettore per la serotonina a livello del grigio
periacqueduttale agiscerne ansiolitico (Campos AC e Guimarédes FS, 2008). La co
localizzazione tra i recettori-HT3a e CB1R a livello di corteccia, dell'ippocampo e
dell'amigdala in presenta del neurotrasmettitore GABA, fa pensare ad un possibile
interazione tra il sistema canmabide e quello serotoninergico a livello della
neurotrasmissione del GABA nelle aree del cervello coinvolte nella cognizione, nella

memoria e nell 6emozione (Morales M et al .,
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1.4 | Fitocannabinoidi

Allo stato attuale sono stati identificati 53@aeposti naturali derivanti dalla C. sativa, di

questi, circa 100 prendono il nome di fitocannabinoidi perché condividono con
guestoultima | a struttura chimica. Dal punt
struttura lipidica collegata a fraziodi alchilresorcinolo e monoterpeni (Hanus LE et al.,

2014; Hill AJ et al., 2013)Higura 9).

9. |
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Figura 9: struttura chimica dei principali fitocannabinoid(modificata da Morales P e
al., 2017)

| fitocannabinoidi sono presenti principalmente nella resina rilasciata dai tricomi delle
piante femmina, mentre le foglie di C.sativa delle piante maschigsohaochi tricomi
ghiandolari che producono piccole quantita di molecole psicoattive. | fitocannabinoidi
sono classificati come neutri (senza gruppo carbossibile), e acidi (con gruppo carbossile).
Nella C. sativa, tutti i cannabinoidi sono biosintetizzaaceumulati come cannabinoidi

acidi e successivamente decarbossilati nella forma neutra (Hanus LO et al.,12016).

fitocannabinoidi mostrano diverse affinita per i recettori CB1R, CB2R, GPR55, e altri
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ben noti GPCRs (oppioidi e serotoninergici), recettmrcleari, canali ionici ligando
dipendenti o canali TRP (Morales P et al., 2017).

Studi clinici hanno dimostrato che alcuni effetti dei cannabinoidi possono essere
terapeuticamente wutili. LOuso medico negl.
sfruttato per il trattamento di diversi disturbi tra cui il cancro, I'HIV/AIDS e le patologie
autoimmuni, per il trattamento del dolore, della nausea e del vomito (Greydanus DE et

al., 2013, Malfitano AM et al., 2014). Di seguito sono elencati alcuni dei paincip

fitocannabinoidi con le loro caratteristiche:

- Cannabigerolo (CBG) questo fitocannabinoide ha una struttura chimica
eterogenea e non produce effetti psicoattivi mediante legame con il recettore
CB1R (lzzo AA et al ., 20 o0&t)d.C. shtadcbnbal tr a
grandi concemta z i on i di -TA® causiscum aumnentp @el consumo
di cibo da parte di ratti (Brierly DI et al., 2017). Il CBG mostra una scarsa affinita
dilegame perilrecettoreBT1la, i nol tre,  -adrenemigioni st a
in grado di inibire il dascio di catecolamine, causando una sensazione di
sedazione, rilassamento muscolare e analgesia (Cascio MG et al., 2010). Il CBG
i noltre diminuisce nel |-dpendemodellaeescicap nt r az i
indipendentemente dalla presenza di antegjodel recettore CB1R e CB2R.

(Pagano E et al., 2015). Smeriglio e colleghi hanno osservato che estratti di C
sativa contenent. CBG inibiscono | o0atti
essere utili per la prevenzione e terapia di complicazioniatseté (Smeriglio A

et al., 2018).

- Cannabicromene (CBC) da un punto di vista strutturale rappresenta il
fitocannabinoide con la struttura piu stabile. La quantita di CBC e strettamente
correl ata al {THC, suyggarentdoi und relatione cpBnica lea
ossidasi coinvolte nella formazione di questi due composti a partire dal precursore
comune CBG (lzzo AA et al., 2009). Il CBC non mostra capacita psicoattive
mediate dal recettore CB1R, ma & un potente attivatore del recettore TRPAL negli
stati infamma or i . CBC sembra ridurr-B) el 6ossi d
| 6i nt er fneerioneacr of agi peritoneal.] attiva

2013). La capacita di ridurre i livelli di NO conferisce al CBC effetti curativi sulla

144



famiglia di malattie note comenflammatory bowel diseases (sindrome

del |l 6intestino irritabile). I nfine, s e mhb
staminal. neur al i nell 6encefal o di uomo
positivamente la vitalita delle cellule staminali stieapositive nel
differenziamento delle cellule neurali staminali pluripotenti, aumentando la
fosforilarizione di ERK tramite i recet
Marzo V, 2013).

Cannabidiolo (CBD) € uno dei fitocannabinoidi piu abbondantiengtlecie di

Cannabis ad uso tessile (1zzo AA et al., 2009). Nonostante la struttura molto simile

al -Tg®, il CBD ha una bassa affinita di legame per i recettori dei cannabinoidi.

E considerato un modulatore negativo allosterico dei recettori CB1IR e CB2R
(Pertwee RG 2008). Il n ambient eTHCci do i |
Questo aspett o s piTd@iasighrette gomtemehtitabacoanee d i 0
CBD. Studi recenti mostrano che il CBD ha effetti terapeutici agendo sui recettori

per | 6 a dekanglicimd, degli, oppiodi, della serotonina, su GPCRs non
endocannabinoidi, recettor.i per | dacetil
al., 2015). Il CBD ha effetti anticonvulsivanti, ansiolitici, antinausea;axitie

reumatoide e proprieta neyarotettive (Pertwee RG 2008).

Delta9it et r ai dr o c-aHCaéiliconpdnente Cchipe della C. sativa

con maggi or i ef fetti psi c-OHCtsenzavefffetti | prir
psicoatt i-THC acidsA e Alap® degli stereoisomeri, prodotti di
degradazione orpdotti generati enzimaticamente sono i minori costituenti di
guesta classe di cannabi no-THCiestrattQa e st o

purificato dalla C. sativa ha la consistenza di una gomma amorfa che vira

rapi damente di c o Ziooeg (Blanus hE e al.g2016}). draial | 6 e s
metabol i ti pi % st a-betrdidrocanmabinolos aerieantei | (09]
dal | 6i somer i z z-dHG. lbase9TRIC iagpeserdacuh artgi&tto

chi mico, i | -Tetidrocaenabinolo soqgul 6intetizzati traamit

| 6aromati zzazi oTHE (Harmus LOcktat., i2016). Ddl punto dp9
vista f ar malel@duoaggonista paizible stpdel CB1R che del CB2R:
sul CB1R modula effetti psicoattivi; sul CB2R modula effetti immunologici e

antrinflammatori. G i effetti -pHCiincledand ansia, paradoa P9
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alterazioni perpetue e deficit cognitivi. Tutti questi effetti sono innescati dal

| e game -THE@ &l receflore CB1R, che porta ad una alterazione della
neurotrasmissione GABA/glutammatergiocdes rilascio di dopamina, ma tutti gli

effetti sopra citati solitamente rappresentano fenomeni acuti e limitati nel tempo.

C stata osservat a 4THO®Iihun medello mwisilfinet ~ acu't
dopo sommi ni-FHC s statimsserudgempreg B modelli murini

deficit locomotori, ipotermia, analgesia, catalessi e aumento del food intake
(Pertwee RG 2008). Non e ancora del tutto chiaro se questa sostanza sia in grado

di modulare | 6attivit”™ del r éceetPtARUe GP
attraverso il quale esercita degli effetti antitumorali (Vara D et al., 2013; Morales

P et al., 2017). E agonista del (Qin N et al., 2008).

p9-Cannabi v-aHCV)nfaasenipop Parte della famiglia THC ma é stata

i denti fi cat a |ashish, piogotiol imBakistae dafaeC. Isadiva

(Tayyab M and Shahwar D, 2015). Questa molecola é considerata antagonista del
recettore CB1l1 a basse dosi (< 3 mg/ kg) i
a cui st at elHG. Almontranoialte dasialitquestapdolecola (>

10 mg/ kg) hanno effetto dlg (PersvéedRG agend:
2008) . ATHGVipuo attivareg9ecettori CB2 (Bolognini B et al., 2010) e

inisce a livello dei macrofagi la produzione di ossido nitricodiifetta (Romano

B et al., 2016).

Cannabiciclolo (CBL) & un composto racemico di fitocannabinoidi che si forma a

partire dalla C. sativa in presenza di luce ma non sono ancora chiare le proprieta
biologiche (Hanus LO et al., 2016).

Cannabinolo (CBN) la quani t ~ di CBN nell a C. sati va
pianta e dallo stato di conservazione. E un composto molto stabile che non viene

ad essere particolarmente intaccato dalla degradazione ossidativa. Molti dei
composti |l i berat. d a | dli Gtessi chedsiaattengonoe d e |
dal | 6 os s i d-aHCi IbGBB hadbaska atfirita per i recettori CB1R e

CB2R (Hanus LO et al., 2016).
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1.5Gli Endocannabinoidi

La scoperta dei recettori CB1R e CB2R ha fatto si che venissero avanzate ipotesi
s ul | Oza dii ligand mndogeni per queste molecole, successivamente chiamati
endocannabinoidi. Fu cosi che nel 1992 fu isolato dal cervello di maiale il primo ligando
endogeno in grado di attivare entrambi i recettori, soprannominacadthidonoH
etanolammina (EA), successivamente poi rinominato anandamide (AEA) dal Sanscrito
ananda, che significa beatitudine (Devane WA et al., 1992). Tre anni dopo, € stato isolato
dal tGl di cane un secondo ligando in grado di interagire con entrambi i recetteri, il 2
arachidowil-glicerolo (2AG), che solo successivamente si scopri essere un intermedio
comune del metabolismo dei fosfolipidi e trigliceridi (Mechoulam R et al., 1995; Sugiura
T et al.,, 1995). Nonostante queste molecole siano dei neurotrasmettitori questi non
vengoro accumulati in vescicole perche essendo lipidi potrebbero attraversare senza
problemi la membrana, quindi queste molecole vengono sintetizzate al bisogno, on
demand (Meyer JS e Quenzer LF, 2010). Solamente le cellule microgliali sono in grado
disecernere ndocannabinoidi accumul ati all o6int
2012). Gli endocannabinoidi e il sistema endocannabinoide esteso (cannabinoidome)
possono essere raggruppati ia) i due principali endocannabinoidi a base di
arachidonato, AEA @AG, e altri ligandi endogeni dei recettori CB1R e CB2R, come |l
2-arachidono#44 gliceril-etere o noladuetere (2A G E ) ,-arath@@oyetanolamina
(virodamina), il NADA e | 6ol eamide (OA);
e anche altri target pggli endocannabinoidi, come i recettori appartenenti ai TRPs e
PPARs; c) enzimi coinvolti nella biosintesi e degradazione degli endocannabinoidi
(lannotti FA et al., 2016). Anche la-dleiletanolammina (OEA) e la PEA fanno parte di
questo sistema di endamnabinoidi. Sebbene queste due molecole manchino di forte
affinita per i recettori CB1R e CB2R, queste vengono sintetizzate dalla stessa classe di
enzimi coinvolti nella sintesi di AEA. Sono stati scoperti recentemente anche alcuni
mediatori lipidici appeenenti al sistema endocannabinoide, ad esempio a) i

lipoaminoacidi, una via di mezzo tra acidi grassi e alcuni aminoacidi (rispettivamente

ern

b)

glicina e serina); b) met abol i ti derivanti

cicloossigenas? (COX-2) chamati prostaglandiratanolamidi (o prostamidi) e diversi
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esteri delle glicerip r o st ag | a racdHd 0 @ 2 mB hraxiksérdtonivaNlannotti
FA et al., 2016).

1.5.1 Anandamide e-arachidonoHglicerolo

Queste due molecole sono considerate i iegiggndocannabinoidi poiché sono le uniche

per cui € perfettamente noto sia il metabolismo che la farmacologia. La biosintesi

del | 6 AEA, c 0 macetikptamollarhiree a thregh ¢atena,Mivviene almeno in 3

modal it~ : a) at t r-aacheddonsilosfatidi-etaholamnina NArPEd e | | a N
tramite | 6azi one -PiE b)limntre passadgioche cpnapeendondl la P E
deacil azione del | a NAr PE ad oper a del |
glicerofosfoetanol ami na t r ami,tranitelidolishn zi ma G

mediata dal PLC del NArPE che porta ad avere la fasfndamide, che puo
desfosforilare ad AEA tramite la fosfatasi PTPN22 (Di Marzo V, 2011). Recenti studi
suggeriscono che la via scelta di sintesi dipende dalla disponibilita di gvedarquel
momento nel determinato tessuto/tipo cellulare (Muccioli GG 2010). Il 2AG invece viene

sintetizzat o-arachidohodgliceralodDAGsEH dwed i2dr ol asi | a
b. Topouknpek una dell e due idrol asi mostr e
della b per |l a sintesi di 2AG a livello enc

pi ¥ i mportante | 0i s2003pGam¥et &l., 201B;iTanongra AetT et
al., 2010) Figura 10).
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Figura 10: sintesi, inattivazione e ossidazione di AEA e 2AG. Le frecce piu spesse meti
evidenza le reazioni che dal precursorem@mbrana portano alla formazione di AEA-AG.

Abbreviazi oni -idroas DéME; CB 1/2 Bcettota flei cannabinoidi 1/2; COX
cicloossigenasi 2; DAGdiacilglicerolo; EMT: trasportatore di membrana endocannabinoic
FAAH: acido grasso ammide idrolasi; GDE1: glicerofosfodiestero fosfaatiasit 1; MAGL:
monoacilglicerolo lipasi; NAPEPLD: N-acil-fosfatidiletanolamingosfolipasi D specifica; NAT:
Naciltransferasi; PA: acido fosfati duoOx:d%
lipossigenasi; PTPN22: protein tyrosine phosphataser e cept or type 22;
F2alfa-etanolammide; 15 HAEA: 15(8)ETE Etanolamide; PGE2: Prostaglandina E2; TRPV
transient receptor potential vanilloid type Modificata da: lannotti FA et al., 2016)

L6idroli si di AEA e 2AG avviene principal me
MAGL rispettivamente. Il ruolo cruciale di queste due idrolasi nella degradazione di AEA

e 2AG e stat@wonfermato in diversi studi in cui sono stati utilizzati inibitori selettivi di

FAAH e MAGL o topi knockout per questi due enzimi (Ueda N 2002; lannotti FA et al.,

2016). Negli ultimi anni sono stati studiati diversi inibitori della FAAH e della MAGL

che mostrano effetti benefi ci nel trattame
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del |l 6anal gesi a, del cancro e disturbi del ¢
2004; Ghosh S et al.,, 2013). Nonostante siano ben noti i meccanismi di sintesi e
degrazioneali queste due molecole, non & ancora chiaro come queste si spostino attraverso

l a membrana plasmatica. Per | 6AEA  stato
semplice seguito da idrolisi intracellulare di AEA ad opera della FAAH o legame con
intracelldar binding protein a livello del citoplasma; b) trasporto attraverso specifiche
proteine carrier che pu, coinvolgere anche
attuale e che esistano specifici endocannabinoid membrane transporters (EMT) in grado

di mediare il trasporto degli endocannabinoidi attraverso la membrana plasmatica
(Nicolussi S e Gertsch J 2015). AEA e 2AG sono entrambi agonisti di CB1R e CB2R, ma

i 2AG ha meno affinit”™ per quest:i recettor
Met al ., 2005). AEA ma non 2AG attiva il T
(Bouaboula M et al., 2005; Rockwell CE et al., 2006). Infine, entrambi attivano il GPR55

che risulta essere implicato in diversi processi biologici (Malfitano AM et al., 2014).

1.5.2 Palmitoiletanolamide (PEA)

La PEA come gli altri endocannabinoidi € un lipide bioattivo endogeno, piu

specificatamente, | 6etanolamide dell 6acid
doppio strato fosfolipidico delle membrane, consided#th 1950 importantissima in

molti processi antinfiammatori, attivita analgesiche e neuroprotettive (Aloe L et al.,

1993; Re G et al., 2007; Esposito E e Cuzzocrea S 2013a; Mattace Raso G et al., 2014;
Esposito E e Cuzzocrea S 2013b). Inizialmente fuidersta un composto di origini

naturali: si osservarono potenti effetti amfiammatori e antallergici in bambini

al i mentat. con dieta arricchita di ger mogl
PEA venne isolata dalla frazione lipidica di gtiealimenti (Coburn AF et al., 1954).
Successivamente la PEA e stata definita un mediatore endogeno in quanto venne
identificata in molti tipi cellulari, tessuti e liquidi corporei sia negli animali che

nel |l 6uomo. I n part i ckEAléarodetta dahfeghto evdalimusoolop er i f e
dal cuore, dalla pelle, dal midollo spinale, dal tGl, dagli occhi, dal tessuto adiposo
subcutaneo e dal sangue. La PEA e abbondante anche a livello encefalico, in particolare
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nei neuroni, astrociti e microglia. La REpud essere classificata nel gruppo delle
endocannabinoid like - molecules, perché, sebbene appartenga alla stessa classe

del |l 6AEA condividendo | o stesso pathway met
parte differente (lannotti FA et al., 2016). RRA viene sintetizzata a partire da precursori
fosfolipidici, le N-palmitoil-fosfatidi-et anol ami ne ( NAPE) tramite
della fosfolipasi NAPEPLD e inattivata tramite due differenti enzimi idrolitici: a)

| 6i dr ol asi F AAH clhe)methbolizzdno talPBAsad acid\ paliitico ed
etanolamina. La PEA e prodotta dalle cellule di mammifero e durante le condizioni
patologiche la sua quantita a livello tissutale risulta essere alterata, in particolare in
presenza di stati infammatori e diblore (Re G et al., 2007). Percio, la presenza di un
enzima specifico per |l a sua inattivazione,
in svariati tessuti di ratto, encefalo incluso, puo permettere lo sviluppo di inibitori selettivi

per questa idrok che possono portare quindi ad un aumento di PEA a livello tissutale,
innescando cosi fenomeni airtfiammatori e analgesici (Tsuboi K et al., 2005; Tsuboi

K et al., 2007) igura 11).
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Figura 11: Biosintesi, degradaziee e bersagli cellulari della PEA. Abbreviazioni: PE,
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proliferator-activated receptor alpha; RXR: recettore retinoide X; PPRE: response elel
FAAH: acido grasso amiae idrolasi; NAPEPLD: N-acil-fosfatidiletanolamingosfolipasi
D specifica; NAAA: Nacylethanolamine acid amidasgmodificato da lannotti FA et al.

2016)
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direttamente i recettori TRPV1 e il CB2 (Petrosino S e Di Marzo V, 2016) e attivare
indirettamente il recettore GPR55 (Ryberg E et al., 2007; Godlewski G et al., 2009).

1.6 Cannabinoidi Sintetici

I benefi ci | egat. i all 6uso di endocannabi n
sviluppo di composti sintetici selettivi per determinati recettori. | cannabinoidi sintetici

hanno un miglior potenziale farmacoterapeutico elmmiata tossicita rispetto agli altri

composti. Queste molecole non sono altro che agonisti e antagonisti dei recettori per i
cannabinoidi oppure sono in grado di aumentare la sintesi o ridurre il reuptake e la
degradazione dei cannabinoidi. In base &t struttura chimica possono essere

classificati in cannabinoidi classici, cannabinoidi non classici, aminoalchilindoli e
eicosanoidi (Pertwee RG 2006). | cannabinoidi classici comprendono i derivati triciclici

del dibenzopirano, questo gruppo includenposti che sono presenti naturalmente nella
cannabi s sati va o] anal oghi -didsossig8EHCI C i corm
dimetileptile (HU210), un composto sintetico che mostra massima affinita e efficacia sul

recettore CB1 (Pertwee RG 2006; Mechoulam B.etLl988; Howlett AC et al., 1990). |

cannabinoidi non classici comprendono analoghi biciclici e triciclici del THC che
mancano dell 6anell o di diidropirano. ' I con
rappresentato dal G85940, un potente agorastompleto sia del recettore CB1R che del

CB2R (Pertwee RG 2006; Mechoulam R et al., 1998; Thomas BF et al., 1988; Fouda HG

et al., 1987). Gli aminoalchilindoli rappresentano un gruppo di agonisti del recettore con
struttura marcatamente differente dai re@ninoidi classici e non classici, si tratta di

sostanze con attivitd mimetica, ovvero, sebbene con struttura diversa, sono in grado di
comportarsi sui relativi recettori esattamente come i ligandi cannabinoidi (Pertwee RG

2006; PachecoM et al.,,1991)cllo mpost o pi % r adP-WINSSH2P2t at i v o
completo agonista sia del CB1R che del CB2R, anche se in alcuni studi & stato dimostrato

che ha maggiore affinita per il CB2R (Pertwee RG 2006). Tra gli eicosanoidi gli

endocannabinoidi piu rappresentasono la AEA e il 2AG. Gli eicosainoidi sintetici
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maggiormente noti si basano sulla struttura della AEA, sono agonisti del CB1R e
prendono il nome di R(+#netanandamide e arachidegil&loroetilamide (ACEA)

(Pertwee RG 2006; Hillard CJ et al., 199%nthiamenti nella struttura del THC portano

alla sintesi di agoni s408,usacrinaindidenonclagsead i | C
molto utilizzato come strumento farmacologico; JYBB, un cannabinoide classico e

JWH-015 e AM124, due aminralchilindoli (Pertwee RG 2006; Hanus L et al., 1999;

Howlett AC 2002). E stata recentemente descritta una serie di composti che includono
diaril-etere sulfonHesteri e pirroli con proprieta neuroprotettive (Tarzia G et al., 2003),
naptiridina e derivati dei chinotion proprieta immunanodulatorie (Malfitano AM et

al., 2013a; Malfitano AM et al., 2013b). Gli agonisti sintetici piu utilizzati e studiati sono

| SR144528 e | 6AM639. Quest. due cannabinoi
CB2R e bl o ziona debrecéttora datparte @ agonisti in maniera competitiva

(Ross RA et al., 1999; Rinaldlarmona L et al., 1998; Malfitano AM et al., 2014). Di

recente il Cesamét ( Nabi |l one) -THanh al osgtoatdoe |l apgedr ov at o
trattamento di nauseavemito in chemioterapia; il Sativex® & uno spray da applicare a

' i vell o subl i ngt@é @BD, ceemlteticespastieita het pazigdti con

SLA inftTithG ,e g®r onabi nol o vengono wusat:. per
con AIDS (Ware MA etl., 2008; Dejesus E et al., 2007; Syed YY et al., 2014).
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1.7 Anatomia Microscopica del tGl

Léapparato gastroenterico risulta costitulil
tonaca muscolare e tonaca sierosa/avventizia. La tonaca sierosa preodee ildi
avventizia laddove non é coperta da mesotelio. Di seguito una breve descrizione delle
differenti tonache:

- la tonaca mucosa costituisce il rivestimento piu interno ed e formata da epitelio,

lamina propria eanuscolaris mucosae L 6 e pi t edompdo dsassorbige i |

| 6acqua, aminoaci di , aci di grassi , gl uc
produzione di muco, fondamentale per | a
succhi gastrici. A livell o i.salaminagi co |

propria invece € fondamentale in quanto contiene al suo interno i principali
elementi del sistema immunitario, tra cui linfociti B e T, macrofagi, cellule
dendritiche e mastociti. Principalmente e formata da tessuto connettivo lasso ricco
di fibre collagene, elastiche, reticolari, muscolatura liscia e fibre nervose. La
muscolaris mucosae costituita da due strati di cellule muscolari lisce, quello
interno e circolare e quello esterno longitudinale (Frappier BL et al., 2010; Liebich
HG 2012);

- latonaca sottomucosa € costituita da tessuto connettivo lasso con fibre collagene
lamellari. Nella tonaca sottomucosa e presente il plesso di Meissner o plesso
sottomucoso. A questo livello sono presenti vasi linfatici, sanguigni e ghiandole
sottomucose. Dgplesso di Meissner partono una serie di fibre che vanno ad
innervare la lamina propria formando una rete sottoepiteliale, connesse con il
plesso mienterico, innervando anche ghiandole e cellule muscolari lisce della
tonaca muscolare. Sono inoltre presemblti elementi del sistema immunitario
come linfociti, macrofagi, mastociti e plasmacellule che fanno si che la tonaca
sottomucosa assieme alla lamina propria costituisca un meccanismo di difesa
contro i microrganismi che provengono dal lume intestifiadébich HG 2012);

- la tonaca muscolare e formata da due fasci di cellule muscolari lisce, uno interno
in cui i fasci sono disposti in senso circolare o0 a spirali strette e uno esterno in cui
sono disposti in senso longitudinale o a spirali ampie. Tra fakoe muscolari &

contenuto il plesso mienterico o di Auerbach. Questo plesso é attivato da stimoli
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meccanici e chimici che arrivano direttamente dal tGl. Dal plesso si avviano

I mpul si efferenti c¢che condiziondaleo | 6at't

pareti dei vasi e cellule ghiandolari. Questa muscolatura € fondamentale per i
movimenti peristaltici (Frappier BL et al., 2010; Liebich HG 2012);

- la tonaca sierosa € costituita da tessuto connettivo ed € ricoperta da un epitelio
pavimentoso sempkc(mesotelio). La sierosa € ricoperta da mesotelio solo nei

tratt.i all i nterno di cavit”®™ sierose, c
di fuor.i del | e cavit?” sierose (tratto
retroperitoneale del retto) abbiamoasppo del |l a sierosa | 6avy
BL et al., 2010; Liebich HG 2012).

1.7.1 Stomaco

In questa sede la tonaca mucosa e la sottomucosa risultano essere unite innalzandosi a

formare delle pieghe che prendono il nome di pliche gastriche, che scompadlien

di stensione dell 6organo (Barone R 2006). Al

fossette gastriche | 6 epi-seeetnente e ccenticheale muc o s

cosiddette ghiandole gastriche. Queste ghiandole sono accolte nella lamie, prep

con la sua rete di capillari e fibre nervose e la diretta responsabile della secrezione da
parte di queste ghiandole. Nella mucosa troviamo ghiandole tubulari classificate in
cardiali, gastriche propriamente dette e piloriche. Vi sono anchece#liée ghiandolari
endocrine che fanno parte del sistema neuroendocrino del tGl in grado di sintetizzare
svariati ormoni, tra cui la serotoninalivello della tonaca mucosa € presente un epitelio
formato da cellule batiprismatiche che si rinnovano dgfdi giorni circa, solo nei
carnivori al di sotto delle ghiandole gastriche e presente uno strato compatto che le divide
dalla muscolaris mucosael fine di far si che frammenti acuminati di alimento non
penetrino nella parete (Frappier BL et al., 201@&bich HG 2012). Nella porzione
muscolare dello stomaco sono presenti a livello di fondo e corpo due strati disposti
obliguamente alle due muscolature. La sierosa € principalmente formata da peritoneo

viscerale. E presente una grande quantita di connetiitoperitoneale laddove si hanno
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le inserzioni omentali, che favorisce le variazioni di volume dello stomaco (Barone R
2006).

1.7.2 Intestindenue

Suddiviso in duodeno, digiuno e ileo. Tonaca mucosa e tonaca muscolare in questa sede

si occupano delldigestione del contenuto intestinale per poi favorire in sede successiva

| 6assorbi mento. Al fine di aumentare | a su
soll evata in pieghe, | e pliche circolari, d
del 6i ntesti no. A livello dell d6intestino medi

intestinali, che aumentano ulteriormente la superficie di assorbimento (Liebich HG 2012).
A livello della mucosa abbiamo come epitelio di rivestimento dei villi prieko
cilindrico semplice costituito da diverse tipologie cellulari: gli enterociti (cellule
cilindriche con orletto a spazzola); le goblet cells (cellule caliciformi mucipare); le cellule
di Paneth; le cellule staminali; le tuft cells e cellule M (isbkHG 2012) Figura 12).
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Alla base delle cripte sono presenti cellule staminali che, differenziandosi, risalgono i vari

strati dell 6epitelio dando origine a queste

- Gl Enterociti f @esomoilacategoriapiuladpagliscaluleb i me n
della mucosa intestinale. Sul versante apicale di queste cellule sono presenti
filamenti di actina a formare i microvilli. Tutti insieme, i microvilli degli
enterociti, S i uni scono Fandamentalenpar e l 6or
| 6assorbi mento dei prodott.i final.@ del
tramite il movimento dei microfilamenti di actina, collegati a filamenti di miosina
del citoscheletro tramite una trama trasversale (Liebich HG 2012). Queste cell
risultano connesse tra loro per mezzo di giunzioni occludenti e desmosomi, gli
emi desmosomi uniscono gli enterociti all/l

spazzola che protegge da possibili infezioni microbiche, lesioni da autodigestione
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oltre cheessere sede di elementi enzimatici adibiti al trasporto (Samuelson DA
2007).

Le cellule caliciformi mucipare aumentano in quantita andando verso il grosso
intestino. Sono ghiandole unicellulari che secernono muco glicoproteico e ricco
di glicolipidi che vene rilasciato mediante via merocrina sulla superficie della
mucosa. Il muco secreto dalle ghiandole favorisce la progressione del materiale

che non viene assorbito lungo il tGI, contiene lisozima quindi ha proprieta

antimicrobiche e lega le tossineimped do | 6attacco dell 6epit
2012).
Le cellule enteroendocrine (EECs) sono |

molte di loro hanno morfologia aperta, ovvero mostrano microvilli sulla superficie
apicale che permette loro di estrofletterdivello luminale e di entrare in contatto

con il contenuto intestinale (Gribble FM e Reimann F, 2016). Le EECs di tipo
chiuso, come le cellule D, non entrano in contatto con il lume (Ku SK et al., 2003).
Le EECs sintetizzano una grande varieta di ormomteici che possono
influenzare appetito, motilita del tGl, il rilascio di insulina e di enzimi digestivi
(Gribble FM e Reimann F, 2016). Con le cellule endocrine dello stomaco e
pancreas, le EEC formano il sistema gastiterepancreatico, rilasciandbloro
secreto a livello della rete capillare sottoepiteliale. Le EECs originano dalle cellule
staminali intestinali, migrando dalle cripte alla punta del villo, in cui si
differenziano definitivamente (Gribble FM e Reimann F, 2016). Le EECs sono
divise n diversi sottotipi che esprimono numerose combinazioni di ormoni.
L6oespressione di guesti or moni varia mo
tratti, inoltre le EECs possono produrre piu di una tipologia ormonale. Tra questi
ormoni vi sono colecistochina (CCK), serotonina ¢(BIT), peptide inibitorio
gastrico (GIP), glucagelike peptide 1 (GLPL), peptide YY (PYY) (Fothergill

LJ e Furness JB, 2018). Questi ormoni sono espressi a livello basale durante il
digiuno, eccezione fatta ad esempio per gredireerotonina, che promuovono

| 6assunzione di cibo e sopprimono | a se
Reimann F, 2016).

Le cellule enterocromaffini sono cellule endocrine che secernono serotonina e

costituiscono i principali chemosensori epiteliali. te cellule percepiscono
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stimoli dietetici, inflammatori e microbici dal lume intestinale e inviano

| 6i nformazi one al Si st ema nervoso. I 1
nell 6organi smo viene prodotta da questa
le cdlule enterocromaffini possano influenzare la fisiopatologia del tGl, in quanto
coinvolte nel controllo di motilita, secrezioni, nausea e ipersensibilita viscerale
(Bellono NW et al., 2017; Mawe GM e Hoffmann JM, 2013). Queste cellule
esprimono specificiecettori che se stimolati favoriscono il rilascio €éH% che
favorisce | a contrattilit?@ del | i ntest.i
anche canali voltaggidipendenti Na e C&" per modulare fibre afferenti

primarie che sono sensibili alla senota tramite sinapsi. Questo permette alle

cellule enterocromaffini di captare informazioni ambientali, omeostatiche e
metaboliche direttamente nel tGl e di trasdurle al sistema nervoso (Bellono NW

et al., 2017). Queste cellule presentano anche recqitmifisi come il TRPAL,

checapa sostanze irritanti nel |l ume e i1l r
TRPC4 che rileva catecolamine normalmente rilasciate in risposta allo stress

come la norepinefrina, fondamentale per la proliferazione, virulenza e adesione

dei patogeni (Everest P007). La stimolazione da parte di norepinefrina puo
anche essere protettiva, perch® | datti ve
motilit”™ gastrointestinale, portando all
infezione, ma una stimolazione prolutmadi queste afferenze pud causare
ipersensibilita viscerale cronica (Bellono NW et al.,, 2017). La trasduzione
sensoriale stimola i canali del €ahe controllano il rilascio di serotonina sulle

fibre nervose afferenti primarie che esprimono il recettéreIT3, che
estendendosi nei villi intestinali si impegnano nei contatti sinaptici con le altre

cellule enterocromaffini. Alcune cellule enterocromaffini sono in contatto con

alcuni tipo di gangli delle radici dorsali (DRG) o nervi sensoriali vagali (Wiltia

EK et al., 2016). La serotonina che viene prodotta dalle cellule enterocromaffini

agisce sui neuroni enterici, sulle cellule immunitarie e infine puo essere assorbita
dall e piastrine circolant:i medi ando anc
MD 2013).

Le cellule di Paneth sono cellule che migrano verso il fondo della cripta, dove

influenzano la flora microbica grazie ai granuli di lisozima contenuti al loro
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interno, che favorisce la lisi delle pareti batteriche. Sono cellule con vita lunga in

guantopossono sopravvivere fino a 3 mesi (Liebich HG 20ER)Ura 13).

Le

cel

ul

o -
2"

Figura 13: cripta intestinale con
Cellule di Paneth caratterizzat:
da granuli acidofili ricchi di
lisozima(fonte https://www.goo

gle.it/imghp?hi=it&tab=wi&ogb

)

e M sono presenti all 6inte

fanno parte del sistema dei fagociti mononucleati, svolgendo un ruolo di

protezione contro antigewli tipo virale, batterico e alimentare. Le cellule M

trasportano gli antigeni dal lume ai limitrofi linfociti che attivano la risposta

immunitaria piu idonea al fine di neutralizzarli (Samuelson DA 2007).

Le

cel

u l

e st ami nal ichetaldlestaminalt neuléipotenti o

(ISC), localizzate sul fondo della cripta intestinale (3/4 per ogni cripta) ed

rno

non

esprimono il recettore Lgr5 (Gerbe F e Jay P, 2016). Le ISC sono state suddivise

in due tipologie: le CBC che si dividono ogni giorno contumover molto

elevato e costituiscono i motori proliferativi; le 4+ che sono delle cellule di riserva

quiescenti che si dividono in condizioni omeostatiche ma in risposta a stimoli o

lesioni possono essere indotte a produrre nuove CBC (Goodell MAZQ1B),.

161


https://www.google.it/imghp?hl=it&tab=wi&ogbl
https://www.google.it/imghp?hl=it&tab=wi&ogbl
https://www.google.it/imghp?hl=it&tab=wi&ogbl

- Le Tuft Cells, o cellule a ciuffo, sono sviluppate nei dotti salivari, trachea,
bronchi, cistifellea, dotti biliari, pancreas e intestino, ma il loro ruolo non e ancora
stato completamente compreso. Sembrano avere un ruolo importante
nel | 6ae t idedzibommuni t” di tipo 2 (indot
LOi mmunit”™ di tipo 2 richiede il recl ut e
cellule linfoidi (ILC2s), citochine derivate da cellule epiteliali-2b, IL-33 e
linfopoietina stromale timicaHoover B et al., 2017; Fallon PG et al., 2006; Neill
DR et al., 2010).

La tonaca sottomucosa invece é costituita da connettivo, vasi, plesso di Meissner, noduli
linfatici secondari e placche di Peyer. Nella sottomucosa del duodeno sono presenti anche
molte ghiandole mucose (Liebich HG 2012).

1.7.3IntestinoCras®

Composto da cieco, colon e retto. In questa sede i batteri intestinali tramite fermentazione
formano aci di grassi a corta catena che ve
crasso si oagpa principalmente del riassorbimento di acqua e di elettroliti. A livello

del |l 6intestino crasso avviene il riassorbi
mucosa, mentre nel crasso vi € un epitelio cilindrico semplice con microvilli e ghiandole.

E proprio grazie ai microvilli che avviene il riassorbimento di acqua ed elettroliti. A

livello di grosso intestino vengono prodotti dalle cellule enteroendocrine LGP

2 e peptide insulingimile. Sono presenti cellule enterocromaffini, mancanolleledli

Paneth, ma vi & una categoria simili chiamata cellule secretorie a cripta profonda (Liebich

HG 2012; Meneses AMC et al., 2016).
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1.8 Ruolo fisiologico dei cannabinoidi nel tGl

La Cannabis ha una lunga storia come agente terapeutico per rhénatibtadi dolore

addominale e disfunzioni del tGIl. Questo e possibile perché il tGl e dotato di recettori per

i cannabinoidi e dei loro ligandi endogeni, che insieme contribuiscono a controllare

| 6omeost asi del t GI . 1 t Gduoi ligandi per questa d o d i
recettori in base ai bisogni fisiologici e puo rapidamente innescarne la produzione qualora

vi siano disturbi che possono perturbare | 0
organismo il cui il pathway innescato dai reéog CBs e coinvolto in fenomeni fisiologici

e patofisiologici. Negli anni passati il i
di disturbi del tGl era limitato a causa dei gravi effetti psicotropi. La soluzione € ricreare
molecole agoniste/amgoniste del pathway molecolare del sistema endocannabinoide con

pochi effetti a livello centrale, come ad esempio creare degli inibitori degli enzimi
degradativi FAAH e MAGL, o agonisti neutrali/ligandi del recettore CB2, che per
antonomasia € maggiornterespresso a livello periferico (Lo Verme J et al., 2009; 1zzo

AA e Sharkey KA 2010; Janero DR e Makriyannis A 2009; Hasenoehrl C et al., 2016). |

maggiori bersagli del sistema endocannabinoide a livello del tGl sono i recettori dei
cannabinoidi CB1R e CBR e i recettoril RP V 1 , PPARU, PPARO, GPR5E
Sharkey KA, 2010).

1.8.1 Foodntake

(! sistema endocannabinoide controlla il b i
cibo a diversi i vel | funzional i, sia nel
(Bell occhio L et al., 2008). -THCaumentaiher os e
food intakee pr omuove | 6aumento di peso attraver

(Kunos G 2007; Matias | e Di Marz¥g 2007), mentre antagonisti del CB1 hanno
esattarente effetto contrario (Di Marzo V 2008). Nonostante il successo nei trial clinici,

il Rimonabant, antagonista dei recettori del CB1, venne ritirato dal commercio

nell 6ottobre 2008 proprio a causa del |l 6aume
curg nonostante fosse un ottimo farmaco per la perdita di peso (van Gaal L et al., 2008).

Il sistema endocannabinoide va incontro a cambiamenti adattativi in risposta ad un
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cambio di dieta. Ad esempio, la deprivazione di cibo causa un aumento nei livelli di
anandami de e un aumento dell 6espressione de
che hanno proiezioni nel tGl (Gomez R et al., 2002; Burdyga G et al., 2004). Studi recenti

hanno dimostrato che i recettori CB1 localizzati sui neuroni vagali affeardicoinvolti

nella modul azione del |l 6appetito e | 6anandanmn
del |l 6intestino (Storr MA e Sharkey KA 2007;
Lo Verme e colleghi hanno sviluppato un nuovo antagonista pedféel recettore CB1

(URB447) che si € mostrato efficace nella riduzione del food intake e della massa
corporea in topi geneticamente obesi ob/ob. Farmaci come questo sono molto promettenti

nel trattamento di queste disfunzioni metaboliche in quanto mobraeo causare effetti

collaterali a livello centrale (Izzo AA e Sharkey KA 2010).

1.8.2 Vomitoe nausea

Il sistema endocannabinoide &€ anche in grado di sopprimere la sensazione di nausea e
vomito (1zzo AA e Sharkey KA 2010). Il Nabilone, derivato siitie del (p 9THC, é

utilizzato come antiemetico in chemioterapia, ma questo farmaco non risulta essere una
prima scelta in quanto in grado di indurre effetti collaterali psicotropi. Il meccanismo
ddazione di gquesto far mawmwCBiR e OB2Rpartarslau | | 6 at t
alla soppressione del riflesso del vomito. Essendo AEA e 2AG i principali ligandi di

questi due recettori, sono stati proposti farmaci antiemetici antagonisti degli enzimi che
degradano | 6AEA e il 2 AGRBRIT @ ia grdwdb @i ridurké et al
I'emesi indotta sperimentalmente attivando i recettori CB1R e CB2R (Van Sickle MD et

al., 2005) il JZL184, tramite il recettore CB1R (Sticht MA et al., 2012). Sebbene il blocco

di FAAH e MAGL sia efficace anche nel trattamedtdla nausea, ad oggi i meccanismi

e le aree cerebrali coinvolte nella nausea non sono ancora del tutto chiare (Taschler U et

al., 2017). IICBD si € mostrato efficace nei modelli animali di nausea e vomito, risultando

cosi una potenziale molecola nel tmatento della nausea indotta dalla chemioterapia

(Izzo AA e Sharkey KA, 2010).
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1.8.3 Secreziongastrica e intestinale

Nei roditori, | 6attivazione del sistema end
una diminuzione della produzione acida gastiffcdami M et al., 2002; Coruzzi G et al.,

2006). 11l sito doazione si trova su pathwa)
non su cellule parietali. Infatti, il sistema endocannabinoide diminuisce la secrezione

acida prodotta da-8eossiD-glucosioe pentagastrina (che aumenta la secrezione acida

tramite rilascio di acetilcolina), ma non quella causata da istamina, che attiva i recettori

H2 sulle cellule parietali e porta ad un aumento della secrezione acida (Adami et al.,
2002) . L 6 a tetettoveaCBIRce pm@tettovae ih un modello animale con ulcere

gastriche indotte da aspirina (Rutkowska M e Fere@Gieltbiewska L, 2006),

immersione in acqua e stress moderato (Dembinski A et al., 2006) e freddo e stress
moderato (Germano MP et al., 2001gid8ll e colleghi inoltre hanno dimostrato che topi

con deficit dell denzi ma FAAH mo setgasaiceo una r
causata dal farmaco i@ofenac, un FANS, dimostrando la gastroprotettivita dei
cannabinoidi. Si pvazione cad recettoredGBiReha arhreolo!l 6 at t

fondamentale nella gastroprotezione.

1.8.4 Motilitadel tGl

E ormai noto che gli agonisti dei recettori CBs sono in grado di ridurre la contrattilita

della muscolatura liscia in differenti regioni del tGl (di diwerspecie animali e

del |l uomo) attivando il recettore CB1R (1l zz
e stato osservato nel topo (Mulé F et al., 2007), nello stomaco di ratto (Storr M et al.,
2002), nella cavia ( Abalicom&(Manaralaetal.,,2002;,005) ,
Guagnini F et al., 2006). Entrambe le muscolature, circolare e longitudinale, sono
responsive all déinibizione indotta dagl: ag
meccanismo principale di inibizione della contrattiiabasi su una diminuzione del

rilascio di acetilcolina dai terminali presinaptici. Tra gli altri meccanismi proposti si ha

undi ni bizione di una trasmissione eccitat
colinergica (Mulé F et al., 2007; Storr M et alQ02), la modulazione del sistema
purinergico per mezzo dei recettor.i P2X (B

recettori CB2R (Mulé F et al., 2007). Vi sono studi inoltre che mostrano che il 2AG puo
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inibire la contrazione delle due muscolatugntite meccanismi Cihdipendenti (Smid

SD et al., 2007). Si puo dire che questa aziongantio pul si va causata dal |l

sistema endocannabinoide sia il ri sultato d
peristaltico a livello del caln  d i ratto. I nf atti | 6attivazi
all 6ini bizione della contrazione del col on
sostanza P; b) all éinibizione del ril assami
rilasciodi VIP;c)al | 6i ni bi zi one degl i sti mol i sensor

calcitonin geneelated peptide (CGRPIFigura 14)
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Figura 14: siti di azione dei cannabinoidi nel sistema nervoso enterico. | meccai
che permettono la peristalsi coinvolgono neuroni sensoriali intrinseci e interneu
motoneuroni eccitatori e inibitori L6éaceticolina (Ach)

e nicotinici comportandosi come neurotrasmettitori eccitatorio nella peristalsi, in
VIP, ossido nitrico (NO) e ATP si comportano da neurotrasmettitori inibit
L6i mmunor eat t i vconlafoghadi Marjuhna) éistatalidentificata st
neuroni sensoriali intrinseci, neuroni ascendenti e neuroni motori eccitatori
proiettano alla muscolatura longitudinale e circolare. Tramite studi farmacologici
osservato che i cannabinoidi biscono sia la contrazione ascendente (e
concomintante rilascio di Ach e sostanza P) e il rilassamento della compo
discendente (e il concomitante rilascio di VIP). | cannabinoidi inibiscono anct
rilascio del CGRP dai neuroni sensoriali intrirgel punti interrogativi derivano dalla
mancanza di prove immunoistochimiche della presenza dei recettori CBs in quel
provato solo a livello farmacologicémodificato da: Smid SD et al., 2007)
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Studi di Boesmans e coll eghi mostrano che |
dei nervi enterici altera ie-uptakedelle vescicole contenenti i neurotrasmettitori e il

trasporto mitocondriale. Questo aspetto permette di ipotizzare che i recettori CB1
regolano la probabilita di rilascio delle vescicole a livello dei terminali dei nervi enterici.

| fitocannabinoidi, gliendocannabinoidi e i composti sintetici sono in grado di ridurre lo
svuotamento gastrico, il transito nella parte alta del tGl e la propulsione a livello del colon

i n model | i roditori (lzzo AA e Sharkey KA
indotto dagli agonisti dei recettori CBs viene completamente sovvertito da antagonisti del
recettore CB1R, ma non da antagonisti del CB2R o del TRPV1, suggerendo che i recettori

CB1R hanno un ruolo fondamentale nel controllo della motilita. Inibitori della FAAH

sono anchobéessi i n grado di i ni bire | a moti
presenza di antagonisti del recettore CB1R o in topi kiootker il recettore CB1R (Di

Marzo V et al ., 2008; Duncan M etostranb. , 200
che gli endocannabinoidi sono fisiologicamente coinvolti nella regolazione della motilita

gastrica e intestinale. In linea con questi studi si € osservato che la somministrazione di

dr onabi TAQ) aimirfuigc® la capacita di svuotamento gastric nel | d u o mo
(Esfandyar.i T et al ., 2006) . A nbcaim-gut i cann
possono controllare la motilitd intestinale. WIN 55,:212agonista dei recettori
cannabinoidi, attenua il transito in topi in cui viene iniettato intraceredntricolare

(Izzo AA e Sharkey KA 2010). Delezione del CB1R nei nervi vagali causa
undaccel erazione del(Viemna@R etiall 2012). E sbrapre pitt G | ne i
evidente la possibilita di studiare trattamenti a base di cannabinoidi per la regelazi

della motilita del tGI (Taschler U et al., 2017).

1.8.5 Secreziondi fluidi

La secrezione di fluidi € un elemento fondamentale della digestione, come anche nella

di fesa da patogeni. Unbadeguata seodeiezi one
contenut.i l ungo il t GI . Un deficit nell das
secrezione porta come conseguenza ad una ¢

cannabinoidi nel controllo delle secrezioni € stata provata dal fatto cheathdtii tton
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un antagonista del CBIRRi monabant, mostrano unodoel evata
fecale (1zzo AA et al., 1999). Inoltre, dati sperimentali mostrano che i recettori CBs e gli
endocannabinoidi inibiscono le ipersecrezioni indotte dallsiriascolerica nel piccolo

intestino di topo attivando i recettori CB1R (Izzo AA e Capasso F 2006).

1.8.6 Sensibilitaviscerale

Sia agonisti del CB1R che del CB2R sono in grado di ridurre in condizioni basali la
sensibilita viscerale associata a distemsiccolonrettale (Sanson M et al., 2006;
Fioramont i J e Bueno L, 2008), e questo eff
addominale e causata da stimolo di tipo inflammatorio.

L'effetto analgesico indotto dal recettore CB2R potrebbe essereodoinibizione degli

effetti sensibilizzanti di proinfammatori/algesici sulle terminazioni periferiche dei nervi

afferenti viscerali. Ipp 9THC e il cannabinolo sono in grado tramite attivazione del CB1R

di innescare effetti antinocicettivi in un modello di dolore viscerale causato per mezzo di
acido acetico (Il 6acido acetico induce stir
Inoltre, ladelezione della FAAH causa effetti amtocicettivi (Naidu PS et al., 2009).

L6i peral gesia viscerale in risposta a stres
nel |l 6espr essi onRdinanuifa)end TREVIldaurdeathta) & IRdllo dei
neuroni dei gangli dell e radici dorsali (Ho

diretta o indiretta dei recettori CB1R e CB2R inibisce la sensibilita viscerale e il dolore
viscerale in modelli roditori. Gli effetti analgesici mediati dal CBsORo associati ad una
downregolazione del TRPV1 (Izzo AA e Sharkey KA 2010).

1.8.7 Inflammazione

Di Marzo e Izzo hanno mostrato nel loro studio che pazienti con Irritable Bowel Sindrome

(I'BD) mostrano un migl i or ame juana. Inipaziergiegui t o

con patologie infiammatorie (morbo di Cr ohn
169



del t GI S i ~ osservato inoltre un aumento
endocannabinoi di ( DO Ar geni sper@enal di 18D in , 2007
roditori (IBD indotto ad esempio con acido sulfonico difitrobenzene) indicano che

gli endocannabinoidi possono | imitare | 6inf
recettori CB1R e CB2R (Di Marzo V e Izzo AA 2006). larpcolare, CB1R e CB2R

sono stati rinvenuti sui linfociti B, NK e sui mastociti coinvolti nella sorveglianza immune

a livello del tGl (Klein TW e Cabral GA 2006). Macrofagi, cellule mononucleate e cellule
dendritiche stimolate mostrano un aumento delliidegli endocannabinoidi e LPS, che

nei macrofagi porta alla produzione di AEA (Liu et al., 2003). | cannabinoidi inoltre

possono inibire direttamente la soppressione di macrofagi e mastociti attivati e la
soppressione di citochine con il TNF  ( Stdoward AL et al., 2005).

1.8.8 Cancro

Il sistema endocannabinoide, tramite attivazione del recettore CB1R e probabilmente del

CB2R, ha azione apoptotica su alcune linee cellulari di cancro-cetale come ad

esempio SW480, HGI5 e CaCe2 (Izzo AA e Carileri M 2009). | meccanismi

apoptotici attivati tramite il recettore CB1R comprendono: a) inibizione dei pathways
RAS-MAPK e PI3K-AKT; b) downregolazione del fattore aspoptotico survivina; c)

stimolazione della sintesi de novo di fattori{aooptotic come la ceramide, meccanismo

che avviene anche in seguito ad attivazione del recettore CB2R (Greehough A et al., 2007,

Wang D et al., 2008; Cianchi F et al., 2008). Il sistema endocannabinoide & anche in grado

di inibire la migrazione delle celluletured i , che =~ un prerequi sitoc
cellule tumorali e lo sviluppo di metastasi (Joseph J et al., 2004). Inoltre, si & scoperto che
anche | 6inibizione degl:. enzi mi degradati vi
FAAH favorisce eventi pr@poptotici che inibiscono la tumorigenesi. Cambiamenti

adattattivi del sistema endocannabinoide sono stati osservati in biopsie di pazienti con
cancro al colon. Un esempio e il cambiamento nello stato di metilazione e le
modificazioni istoniche che si aavano nel genenr 1 che codifica per il CB1: queste

modificazioni portano al silenziamento epigenetico, che si pensa induca tumore al colon
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tramite perdita della trascrizione del recettore e cosi alla progressione della malattia
(Wang D et al., 2008).
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2 Sco

E ormai noto che i cannabinoidi abbiamo effetti antinocicettivi (Dor®itd al., 2018),

infatti vi sono una serie di studi che suggeriscono che il CB1R e/o il CB2R abbiano effetto
antti nf i ammatori o 1 n pr esenz ad fdocannbbddi @ s i
agonisti sintetici per il trattamento di queste malattie possa essere di grande supporto. A
tal proposito una delle molecole meglio studiate e la PEA, che come detto prima ha effetti
antrinfammatori e anti per al ge s i c iambe quést AnBlécole sEmbtano
interagire (direttamente e indirettamente) su differeatettori percannabinoidi o
cannabinoidike receptors senza produreéfetti indesiderati a livello centrale (Skaper

SD et al., 2015). Allo stato attuale pero vi sdandetteratura scarse informazioni sulla
distribuzione del sistema endocannabinoide nel tGl di gatto, quindi e difficile fare

specul azione sul meccani smo dbéazione di

Al fine di fare chiarezza a riguardo, questodso ex vivoha come obiettivo quello di
investigare la distribuzione dei recettori per i cannabinoidi e i dei cannalikeid
receptors lungo il tGl di gatto. In particolare, ci siamo focalizzatC81R, CB2R,
PPARU, PP ARDHT1al RP A
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3 Materiali e metodi

3.1 Reclutamento degli animali

E stato prelevatexvivo il tratto gastrointestinale di cinque gatti europei (#1 maschio,
giovane eta; #2 maschio di 12 anni; #3 maschio di 12 anni; ##ifeangiovane eta; #5
maschi o, gi ovane et "postmoitemmpa préséntavario lgrosses a me
alterazioni della parete gastrointestinale e non avevano storia di pregresse patologie
gastrointestinali. Gli animali sono morti o per cause nataredin eutanasia per patologie

non a carico del tratto gastrointestinale e i loro tessuti sono stati prelevati dopo aver
ottenuto il consenso dai proprietari. Conformemente alla direttiva europea 2010/63/EU e
con il Consiglio del 22 settembre 2010 sullatpraone degli animali a scopo di ricerca
scientifica, per la legislazione italiana (D. Lgs. n. 26/2014) non e richiesta nessuna

c

approvazione dall éautorit”™ competente o dal

non ha influenzato nessun tipo di sadkrapeutica.

3.2 Raccolta dei tessuti

Entro undora dalla morte dell 6ani male sono

raccolti dei campioni del tratto gastrointestinale (piloro, duodeno discendente e colon
di stal e). C st eneainseduifoitessutoa stao apertodungo & piccola
curvatura gastrica (per il pil oro), e a
Questi sono stati incisi e aperti longitudinalmente lungo la piccola curvatura gastrica, per
quanto rigueda il piloro, e lungo il bordenesenterico, a livello di intestino. Il lavaggio

dei tessuti & stato eseguito in tampone fosfato sgimasphatéouffered salinePBS 1X),
successivamente i tessuti sono stati fissati in liquido Zamboni e processati per il
congelamento al fine di ottenere criosezioni (2,0 cm x 0,5 cm) sulle quali svolgere

reazioni di immunoistochimica.
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3.3 Reazione dnimunofluorescenz@F)

Le criosezioni sono state idratate in PBS e processate per la reazione di colorazione. Per
evitare legami aspecifici le sezioni sono state incubate in una soluzione di blocco
contenente il 20% diormal goat serura normal donkey serufNGS, NDS) (Colorado

Serum Co., Denver, CO, USA), 0.5% Triton1R0 Sigma Aldrich, Milan, Italy,

Europg, albumina disi er o bovino (BSA) ( 1 %) e a voluwu
temperatura ambiente (TA). Le criosezioni sono state incubate per una notte in camera
umida a TA con diversi anticorpi primatiapella 1) diluiti in soluzione di blocco. Il

giorno successivo, dopavaggio in PBS (3 x 10 min), le sezioni vengono incubate per
undédora a TA con gdbella2n hetsezorsonp statep@ @vate coa r | (
PBS (3 x 10 min) e coperte con buffer al glicerolo a pH 8.6 cordé@r@idinc2-
phenylindolei DAPI- (Santa Cruz Biotechnology, CA, USAPer identificare i tipi

cellulari che esprimono i recettori cannabinoidi, abbiamo utilizzato specifici anticorpi.

Per identificare le cellule gliali, abbiamo-taxralizzato i recettori anttannabinoidi con

| 6 ant i cprotema fibrdlanet acida (GFAP); per identificare i mastociti (MCs),
abbiamo utilizzato anticorpi amntiiptasi (MCs proteasi); per identificare i macrofagi
abbiamo utilizzato anticorpi diretti contro la proteina legante ioni calcio 1 (IBAl). Le
plasmacellule sono state identificate con anticorpi dgh; per identificare le EECs,

sono stati usati anticorpi anti cromograninaA (CGAkerotonina (8HT), -

colecistochinina (CCK).

174



Anticorpo Primario | Origine Codice Diluizione Fornitore

CB1 Rabbit Orb10430 1:200 Biorbyt

CB1 Rabbit ab23703 1:100 abcam

CB2 Rabbit ab45942 1:200 abcam

GAS/CCK Mouse CURE/CCD 1:1000 CURE/CCD

Cromogranina A Mouse MON9014 1:200 Monosan

GFAP Chicken Ab4674 1:800 abcam

GPR55 Rabbit NB110-55498 1:200 Novus Biol.

IBA1 Goat NB100-1028 1:80 Novus Biol.

IgA Rabbit A80-103A 1:1000 Bethyl Lab.

IgA Goat NB724 1:1000 Novus Biol.

PPARU Rabbit NB600-636 1:200 Novus Biol.

PPARD Rabbit ab45036 1:300 abcam

Serotonina Mouse abl1®07; # 5HF 1:500 abcam
H209

Recettore serotoning Rabbit ab85615 1:100 abcam

5-HT1la

TRPA1 Rabbit ab58844 1:100 abcam

Triptasi Mouse M 7052; #AA1l 1:200 Dako

Tabella I Anticorpi Primari utilizzati nello studi

Anticorpo Origine Codice Diluizione Fornitore

secondario

Anti-mous Goat Ab51379 1:50 abcam

F(abd) 2

TRITC

Anti-rabbit Goat 98430 1:300 abcam

F(abd) 2

FITC

Anti-goat IgG Donkey AB150132 1:600 abcam

594

Anti-chicken Donkey 703025155 1:200 Jackson

TRITC

Tabella2: Anticorpi Secondariutilizzati nello studio
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3.4 Specificita degli antigrpi priman

La speci fici t :CBIRgAbtam,ab28703CB2R) @PPAR utilizzati

nella presente ricerca é stata testata con Western Blot (WB) su tessuto di gatto da
Miragliotta et al. (2018). Nel presente studio abbiamo utilizzato un aftticorpo anti

CB1R (Byorbit, Orb10430) (immunogeno: KLH conjugated synthetic peptide derived
between41#4 6 2 ami no acids of hwuman CB1R). | 6all
proteina target n arla la gpedificita di quespoaantipm nan e 6 8 8, 5 %
ancora st testata su tessuto di gatto tramite western blot.

Abbiamoutilz z at o | 6 ant i c 063§ NovisBid)RGhliagzb & &.02018):

lo stesso anticorpo testato con WB da Miragliotta et al. (2018) che ora e disponibile con

un altro codice (NBPD3288; Novus Biol.)

Léant i c-0RPploé stto tienuto utilizzandcome immunogeno, un peptide

sintetico, CEKQHELIKLIIQKME corrispondente agli aminoacidi 108M75 di TRPAL

diratto. Loallineamento della sequenza del |l 0
del 1000 (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.¢gi, p er c i ,commlerdigeratmtii cor p o

rat TRPAL dovrebbe riconoscere lo stesso recettore anche nel gatto.

Léant i c-oPPARD é satotoitenuto utilizzando come immunogeno un peptide
sintetico, MGETLGDSPIDPESDSC, corrispondente agli aminoacidicldel PPAR di

uo mo . Léallineamantde |l dé&li Immusege@o con | a pr

del 93% (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.¢gipercio, potrebbe esserci una cress

reattivita nei tessuti di gatto. Non e ancora stato effettuato il test di WB.

Léant i cBHTpA(abeamab85615) e stato ideato utilizzangopeptide sintetico
corrispondente agli amminoacidi 2200 del 5HT1a di ratto. In questo caso il grado di
conservazione della sequenza dell 6i mmunogen
del gatto € solo del 36% (https://blast.ncbi.miim.govBlast.cgi). Tale dato suggerisce

che, durante la valutazione dei risultati dello studio di immunoistochimica, si debba tenere

in considerazione che potrebbe esserci qualche grado di non specificita dell'anticorpo.

Léant i c-wiptasiuwmaaan(Dako, M052- Clone AAl) é stato gia utilizzato su

tessuti di gatto da Kleinschmidt et al. (2010).
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L'anticorpo IgA di capra specifico per le IgA di suino (Novus Biol., NB10@8),
utilizzato per rilevare le plasmacellule, e statelamalizzato con l'anticorpdgA di
coniglio specifico per le IgA di uomo (Bethyl Lab., AQ03A). Dal momento che i due
anticorpi si sono ctocalizzati perfettamente nelle stesse plasmacellule feline (dati non

mostrati), nel presente studio é stato impiegato l'anticorpolgatidi capra per

identificare gli immunociti esprimenti i recettori dei cannabinoidi.

La specificita dell'anticorpo di capra afiiAl (Novus Biol, NB1001028, un
marcatore per i macrofagi e le cellule microgliali del SNC (Pier&zetnal, 2014, non

€ mai $ata testata sui tessuti di gatto. Questo anticorpo, tuttavia, dovrebbe riconoscere i
macrofagi del trattgastrointestinale anche nel gatto, dato il grado di conservazione delle

sequenze proteichéttps://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.ggi

La specificita degli anticorgbPR55 TRPAL e 5HT1a é stata testatan analisi di WB

(vedi prossimo paragrafo).

Al fine di non avere dei falsi positivi creati dalla presenza di recettori della porzione Fc

degi anticorpi secondari su immunociti e cellule del sistema inflammatorio, sono stati
utilizzati come anticorpi secondari anticorpi ahtr a mme nt FRabba(EITQ 2 ant i
e eGoatF (ab) 2 antiMouse(TRITC).

3.5Analisi di Western Blot

Duodeno e coloni gatto sono stati prelevati, congelati in azoto liquido e conservati a

80AC fino al processamento. Come controll o
(dato non mostratop0 mg di tessuto sono stati omogenizzati in &00i buffer SDS

(Trisi HCI, 62.5 mM; pH 6.8; SDS, 2%; and glycerol, 20%) arricchito con un cocktail di

inibitori di proteasi (SigmaAldrich, Co, St. Louis, MO, USA)Il contenuto proteico

totale é stato calcolato tramite kit tramite il metodo di Petensmalifica della curca di

Lowry). Aliquote da 2G:g di proteina totale sono state separate su Bal2% bisTris

Plus (Life Technologies Ltd, Paisley, UK) per 45 minuti a 165 V. le proteine sono state

poi trasferite tramite elettroforesi su una membramatiicellulosa con un sistema semi
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asciutto (Trans Turbo Blot BiRad). Legami aspecifici sulla membrana di nitrocellulosa

sono stati bloccati con latte in polvere al 5% in PB® (Phosphate Buffer Salikte1%

Tweenr2 0) per unodor a a Ddpeinbpeco, ke menmbi@ne sandstaeen t e .
incubate a 4°C con gli anticorpi primari della tabella 1 diluiffirs-buffered salin€l 20

(TBS-T20 20 mM Tri$ HCI, pH 7.4, 500 mM NacCl, 0.1%-Z0). Dopo i lavaggi, le

membrane sono state incubate con anticorpoaydgatabbit biotina coniugato (diluizione

1:50000 in TBST20, 1 h at RT) e con anticorpo abtotina horseradish peroxidase
(HRP}linked (diluizione 1:1000) per 40 minuti a temperatura ambiente. Le bande
immunoreattive sono state visualizzate tramitessabo chemoluminescente (Clarity
Western ECL Substrate Bio Radsull a base del
del segnale € stata acquisita trar@iteemidoc Instrumerd il peso molecolare della banda

risultante e stato analizzaf@uantity Ore SoftwargBio-Ra d ) . Léanal i si di W
di gatto ha mostrato una banda di 38 kDa (teoricamente il peso molecolare del GPR55
felino). Il WB é stato eseguito anche per il recettore TRPAH® Ba ottenendo le bande

al peso molecolare desiderato, pettasi suppone che questi anticorpi considerati siano

specifici Figura 15).
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GPR55 ||| TRPAT || 5-HT1a

Figura 15: WB su colon di
gatto per dimostrare la
specificita degli anticorpi. A)
GPR55 B) TRPAL C)}HT1la
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4 Risultati

4.1CBIR

Sono presentlifferenti tipologie cellularimmunoreattivg-IR) al CB1Rnella mucosa,
come ad esempio le cellule della mucosa gastfogu(a 16 ac), le cellule EECs
(Figura 16 d-f), cellule EECs CCHKR ecellule globetFigura 16 gl), mastociti (MCs)
triptastIR della lamina propriaHigura 17 ac). Si osserva anche CBiR debole a
livello della muscolatura liscia dellanica muscolarisin particolare le cellule goblet,
riconoscibili per la loro forma e per la presenza di nuclei confinati nella parte profonda
della cellula, mostrano reattivita al CB1R molto evidente a livello della membrana, ma
risulta totalmente assente nel citoplasNegli altri tipi cellulari la marcatura e altamente
diffusa nel citoplasma mentre quella sulla membrana & meno apprezzabile. Degno di nota
e il fatto che, sebbene i due anticorpi che abbiamo utilizzato diretti contro il CB1R siano
diretti verso due epitagontigui del CB1R umano (41462 Byorbit; 461472 Abcam),

le EECs vengono marcate solo dal CB1R della Byorbit, mentre le MCs solo con il CB1R
Abcam. Si osserva anche CB1R debole dei neuroni del plessoenterico Figura 17

d-f), delle cellule muscolalisce e dellanuscolaris mucosae
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Figura 16: immagini di immunofluorenscenza su criosezioni del tGl di ge
marcatura per il CB1R. ac) le frecce indicano elememntlR nella mucosa
pilorica; d-f) Le frecce indicano cellule enteroendocrine del pilord) ig frecce
indicano <cellule calicifor mi-) alule
caliciformi dell'intestino casso; (}l) cellule caliciformi che esprimo forte
marcatura a livello di membrana citoplasmatica.

Scale bar: a , 50 & m.



Tryptase

Figura 17: immagini di immunofluorenscenza su criosezioni del tGl di gatto, marce
per il CB1R. Nuclei messi in evidenza con marcatore DAR). ke frecce indicanc
mastociti della lamina propria triptasiCB1Rpositivi (a) e B1R positivi (b); (c) merge;
d-f) neuroni del plessmientericolievemente positivi al CB1R.

Scale bar: af , 50 &m.
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4.2CBR

Le cellule enteroendocrine del tratto gastrico, gli enterociti e i macrofagi della lamina
propria sono positivi al recettore CB2. Solo poche plasmacelluldRgiostrano una

debole sovrapposizie con il CB2R (dato non mostrato). A livello di piloro e intestino,

le cellule enteroendocrine cromograni(f@igura 18a ac) e 5HT-positive colocalizzano

con il CB2R Figura 18a df). Gli enterociti del piccolo e grande intestino mostrano
evidente immuareattivita al CB2R, ma la distribuzione epiteliale lungo il tGl risulta non
seguire un pattern ed essere molto diversa nelle specie che abbiamo preso in esame
(Galiazzo G et al 2018. Nel piccolo intestino del soggetto #2 una marcatura molto
evidente eespressa a livello della superficie degli enterociti della parte piu interna dei
villi e nella parte intermediaFH{gura 18a g, B. A livello del colon le cellule CB2R
positive sono evidenti nelle cellule epiteliali della porzione interna delle cfaré

18a ). Solo le cellule goblet del grande intestino sono posikigua 18a i). Le cellule
enteroendocrine del grande intestino, in particolare di ileo e colon, mostrano granulazione
citoplasmatica positiva al CB2Rigura 18b j, I). | macrofagi delldamina propria IBA1

positivi sono anche CB2R positivirigura 18b m-0) . La muscol atura | i sc
CB2RIR (dato non mostrato). La glia e i neuroni del Sistema Nervoso Enterico non

sembrano essere positivi.
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Figura 18a immagini di immunofluorenscenza su criosezioni del tGl di ge
marcatura per il CRR. Nuclei messi in evidenza con maat DAPI. a,b) le
frecce indicano cellule enteroendrocrine CBHR c) che coesprimonc
cromograninaA (CGA); d, f) le frecce indicano cellule enteroendocrine GB.
5-HT positive; g, h) intestino tenue #2: CBER sulla superficie luminale deg|
enterocitidistribuiti lungo la porzione apicale dei villi (frecce bianche), men
nella meta basale le cellule epiteliali sono CB2R negative (frecce vuot
colon, CB2RIR membrane cellulari delle cellule ghiandolari (frecce bianche
caliciformi (frecce vuote)

Scale bar:af, hro 50 & m;



Figura 18b: immagini di immmunofluorenscenza su criosezioni del tGl di gatto, marce
per il CB2R. Nuclei messi inigenza con marcatore DAPH) le frecce indicano cellule
enteroendocrine del colon positive al CB2Rpjnmacrofagi della lamina propria che
coesprimono marcatura con CB2R (frecce)

Scalebar;rjo 50 em; g, 100 & m.



4.3 GPR55

L6i mmunor e aRbi eewdenteprincipdimer@ePa livello delle cellule epiteliali,
delle cellule enteroendocrine, immunociti e neuroni enterici. In particolare si osserva
positivita con aspetto granulare nel citoplasma delle cellule enteroendocrine distribuite
lungo il piloro, piccolo e grande intestinbiura 19 a-); nel grande intestino le cellule
enteroendocrine risultano essere piu grandi rispetto al piccolo intestino. Le cellule delle
cripte del grande intestino mostrano un segnale positivo per il GPR55 nel citaplasm
debole e granularé&igura 19 b, c). Gli immunociti della lamina propria e sopra la placca
del Peyer risultano GPRER (Figura 19 d, €). Non vi €& colocalizzazione tra
plasmacellullule IgAIR e GPR58R a livello della lamina propriaH{gura 19 f). Sialil

plesso mienterico che sottomucoso sono lievemente positivi al GIFRRDBBSa( 19 gHi).
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Figura 19: immagini di immunofluorenscenza su criosezioni del tGI di gatto, marca
per il GPR55. Nuclei messi in evidenza con marcator®IDA-c) le frecce indicano
positivita al GPR55 su cellule enteroendocrine di colon (bg)dhoduli linfatici
intestinali GPR58R. Le frecce indicano la muscolaris mucosae; f) le cellule della lan
propria IgAIR non sono GPR5ER; g-1) plessomienterco con nuclei positivi (stelle
bianche) al GPR55 Abbreviazioni: LMC: circular muscle layer, strato musco
circolare; LML: longitudinal muscle layer, strato muscolare longitudinale.

Scale bar: ad, ei 50 & m; d, 100 & m.
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4.4PPARU

Il PPARU & espresso principalmente dalle cellule parietali putative delle ghiandole
piloriche Figura 20 ac), dagli immunociti intestinali Kigura 20 d, e), le cellule
muscolari lisceKigura 20 f) e, soprattutto, le cellule gliali enterictfédura 20 g-i). solo

a livello dello stomaco le cellule gliali enteriche sono state osservate anche nella tunica

muscolaris.

4.5PPAR

Il PPARD € principalmente espresso nei nuclei dei neuroni del plesso mientggaoa(
20 j-m). Inoltre, anche alcune celluleslth lamina propria son@PAR-IR (dato non

mostrato).
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PPARalpha

PPARalpha PPARalpha
“.*. DAP

PPARalpha

PPARgamma

Figura 20: immagini di immunofluorenscenza su criosezioni del tGl di ge
marcatura peir) id FFAPKH&RIG cgligari sono stati
evidenziati con il marcatore nucleare DAPLba le frecce indicao tre
ghiandole piloriche (probabilmente ghiandole parietali) che esprim:
posi tivit e)liafdnodP iRtésible cordmolti immunociti positi
al PPARU; f) cellule muscol ari

(LML) posi t i-iylesteelindiémoA Rudleo digalcuni neuror
del plessomienterico Le frecce indicano i nuclei di tre cellule glia
immunopositive al GFAP (anticorpo aftioteina fibrillare acida della glia)

(i) che ceespri mevano | ' i mmun o r-lpleetsteliey
indicano i nuclei di alcuni neuroni del plessaientericQ con debole
positivit”™ per il PPARO. Abbrev

muscolare circolare; LML: longitudinal muscle layer, strato muscoli
longitudinale.



4.6 TRPA1

Sono stati osservati neuroni del plesso mienterico gaskigar@ 21 a,b) e intestinale
(Figura 21 ¢ e del plesso sottomucoso TRRAR, ma la morfologia non & ancora stata
investigat. Nella glia enterica e possibile anche osservare fasci di nervi THRRAlel
piccolo e grande intestino, il TRPAL e espresso dalle cellule gétidetré 21 d-f).

4.7 5HT1aR

Apparentemente, tutte le membrane cellulari delle cellule epiteliali dslora positive
al recettore 84T1a (Figura 21 gi). Anche la muscolatura liscia della tunica muscolaris,
la muscolaris mucosae i vasi sanguigni della sottomucosa sono positivi (dato non

mostrato).
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Figura 21: immagini di immunofluorenscenza su criosezionit@ldi gatto, marcatura per i
ricettori TRPA1 (af) e 5HT1a (gi). | nuclei cellulari sono stati evidenziati con il marcato
nucleare DAPI. ab) le stelle indicano nuclei di neani del plessanientericopilorico positivi al
TRPAL,; c) le frecce indicano neuroni del plessientericoduodenale positivi al TRPAL-f)l
cellule caliciformi intestinali positive al TRPAL:igMucosa pilorica in cui le cellule mucose
ghiandolari espimevano una positivita per il recettoretbl 1a.

Scale bar: a 50 & m.
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5 Discussione

Abbiamo osservato una debole reatéival CB1R a livello dei neuroni del plesso

mienterico di gatto, questo dato e in linea con quanto osservato nelle altre specie come
roditori, il furetto, cane e uom@ulkarni-Narla A and Brown DR 2000; Van Sickle MD

et al. 2001; Coutts AA et al. 2002;d8t M et al. 2004; Duncan M et al. 2005a; Wright K

et al. 2005; Marquez L et al. 2008; Galiazzo G et al., 2018; Grill M et al., 2019). Nei

roditori la positivita al CB1R e principalmente espressa a livello dei motoneuroni
eccitatori colinergici, maquessot udi o0 non ha avuto tuttavia ¢
fenotipo dei neuroni. Differenti tipi di cellule epiteliali nel gatto sono positive al CB1R,

come le cellule della mucosa pilorica secernenti muco, le cellule goblet e le cellule
enteroendocrine. @sto € in linea con quanto osservato sulla mucosa del tGl di uomo,

dove CB1RIR e evidente a livello di cellule gastriche parietali, cellule epiteliali del

colon, cellule goblet e cellule enteroendocrine (Wright K et al., 2005; Pazos MR et al.,

2008; Marqez L et al., 2008; Ligresti A et al2016). La presenza di queste cellule

epiteliali positive al CB1R sembra essere cruciale per la loro rigenerazione e per la
regolazione della permeabilita intestinale (Wright K et al., 2005; Karwad MA et al.,

2 0 1 7 )spresdiofealel CB1R su cellule epiteliali secernenti muco nel gatto indica che

[ cannabinoidi potrebbero influire/ridurre
anche le cellule parietali sono positive al CB1R (Pazos MR et al., 2008); nel gatto ed

anche nel cane (Galiazzo G et al., 2018) non abbiamo identificato pogiritauesto

recettore a livello delle cellule parit al i , ma | 6 abshlle axetldle i dent i
enteroendocrine gastriche e intesvazioneal i . C
del recettore CB1R riduce la secrezione di acidi gastrici e regola il rilascio di peptidi
enteroendocrini, come la CCK, rilasciata dalle EECs del piccolo intestino (Sykaras AG

et al., 2012). La riduzione delle secrezioni acide da parte delléecptietali potrebbe

essere dovuta all 6effetto dei cannabinoidi
delle cellule enteroendocrine gastriche (Adami M et al., 2002; Schubert ML 2016).
L6ormone intestinal e CCK aueunadsiatoslisazietea t er mi
(Owyang C e Heldsinger A, 2011) anche nel gatto (Bado A et al., 1991); percio, &

plausibile considerare che i cannabinoidi possano ridurre la secrezione di CCK e
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accrescere il senso di fame. Moss e colleghi hanno evidenziateiafoglitori le cellule
enteroendocrine intestinali esprimono il CB1R e che la sua stimolazione sopprime la
secrezione del polipeptide insulinotropico glucedipendente (GIP), un ormone
enteroendocrino rilasciato dalla popolazione K di cellule enteroendomtestinali, e

guesto permette | 6accumul o di glucosi o e g
la secrezione del GL:-P perci , | 6i pot esi che i cannabi
CCK deve essere ulteriormente appronfondita. | mastociti do gatho CB1RR.

Storicamente, i mastociti occupano un ruolo chiave nelle reazioni allergiche e sono una

delle maggiori risorse di istamina. Di solito i mastociti sono associati a condizioni
patologiche come asma (Wouters MM et al.,, 2017) o giocano un lolve

nell 6interazione con i patogeni, special mer
sono ampiamente coinvolti in condizioni patologiche non allergiche come ad esempio
infezioni, IBD, intolleranze alimenta(iSheaDonohue T et al., 2010; Bdecstaens G,

2015; Zhang L et al., 2016; Wouters MM et al., 2017; Bednarska O et al., 2017). Diversi

studi dimostrano che il CB1R e il CB2R hanno un ruolo nella regolazione del sistema
immunitario in generale e dei mastociti in particolare. E emerso desiditedi che questi
recettor.i sono in grado di inibire | datti vz
soppressione della risposta secretoria (Samson MT et al., 2003; Harvima IT et al., 2014).

I mastociti hanno differenti ruoli nel tGl: regolalzopermeabilita vascolare ed epiteliale,

|l a secrezione di ioni | 6angi ogenesi, Il a ¢
|l 6i mmunit”™ innata e adattativa, l a di fesa
ha unodattivaziiaomd mmarstcoccnttriogl lgauest o pu, ror

e contribuire allo sviluppo di patol ogi e d
stesso tempo, i mastociti sono una difesa fondamentale contro le infezioni e per la

regolazione della rispostaamune innata e adattativa (Abraham SN et al., 2010).

Le cellule epiteliali del piccolo e grande intestino mostrano positivita al CB2R. Vi sono
evidenze che supportano | 6idea che il CB2R
mucosa intestinale (Haey BS et al., 2013yang H et al., 2026 Vi & uno studio che

di mostra che | 6attivazi one d-Bindpttoela™NB r ecett
U da parte delle cellule epitelialdi del c
| 6espressione del CB 2 R <o cheivivsand dumerodidavoti a | a mi

in cui si attesta la presenza di questo recettore a livello di immunociti e cellule
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inflammatorie(Wright K et al., 2008; 1zzo AA and Sharkey KA, 2010; Gyires K and

Zadori ZS, 2016; Lee Y et al., 2016; Grill M et al., 2019lti macrofagi IBAZIR sono

positivi anche al CB2R. Il sistema endocannabinoide funziona come regolatore della
risposta immune del tGIl (Acharya N et al., 2017), modulando tramite macrofagi, cellule
dendritiche e linfociti B il rilascio di citochine e tasponsivita (Ziring D et al., 2006).
Recentemente Acharya et al. hanno di mostra
CB2 aumenta il numero e le capacita soppressive dei macrofagi CX3CRILd e s pr es si o
di questo recettore sulle cellule enteroenshecsuggerisce che gli endocannabinoidi e

gli agonisti di questi recettori abbiano un ruolo chiave nella produzione di ormoni e
secrezione, svolgendo un ruol o di controll
agonisti del recettore CB2 regolano lefa i o n i dell e cellule b del
2010; Gruden G et al., 2016). Allo stato attuale resta da investigare se gli agonisti di
questo recettore abbiamo un ruolo nel controllo della secrezione di ormoni

enteroendocrini.

Vi sono numerosi studi ehdimostrano la presenza del recettore GPR55 nel sistema
nervoso enterico di uomo e roditori, quindi non stupisce il fatto che via sia una positivita

anche nel gatt{Lin XH et al., 2011 Ross RA et al., 2012; K et al., 2013 Goyal H et

al., 2017). Gliagonisti di questo recettore nei roditori rallentano il transito intestinale e
riducono | a contrattilit”™ della muscol atur a
di questo recettore non causa effetti sedativi a livello centrale, il GPR55 potisdsre

considerato un target futuro per il trattamento di disordini della motilita a livello del colon

(Li K et al., 2013. Dato che la PEA mostra forte affinita per il GPR55 (Petrosino S e Di

Marzo V 2016), e plausibile pensare che questo cannabinotdebpe influenzare le

di smotilit”™ del t GI durante infiammazioni
della PEA il CBD agisce come antagonista del GPR55 (Ligresti A et al., 2017); comunque
Capasso e colleghi hanno evidenziato che anche il CBDsaaibselettivamente

|l 6i permotilit”™ infiammatoria del t GlI i n un
del Peyer della lamina propria di gatto soeattivi a questo recettore. #itre specie, |l

GPR55 é stato gia identificato in un gran numero dildigie cellulari, come macrofagi,
plasmacellule, neutrofili, NK, monociti e linfociti (Balenga NA et al., 2011; Stancic A

et al., 2015;Chiurchiu V et al., 20157aylor L et al., 2015; Lanuti M et al., 2015;

Galiazzo G et al.,, 2018; Grill M et al.,, 20191 ruolo del GPR55 durante stati
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inflammatori rimane controverso, & stato anche ipotizzato un ruoimfomatorio,

dato che lssomministrazione di antagonisti di questo recettore o agonisti inversi riduce

|l 6i nfi ammazione i ntest i aAnfammatoeie edlirighiammuwlii sce | €
leucociti (Stancic A et al., 2015; Tuduri E et al., 2017; Grill M et 2D19). Le cdlile
enteroendocrine sono positive al GPR55, suggerendo un ruolo di modulazione della

funzione secretoria di gueste cellule. C s
proteine G sulle cellule enteroendocrine (e.g. GPR41, GPR43, GPR119 e TGRBainn
la secrezione di GLR e 2 e PYY, peptidi del tGl conosciggier r egol are | 6om

energetica, il metabolismo del glucosio, la funzionalita della barriera intestinale e

| 6i nfi ammazione metabolica ndltCmren el et al
controlla la fisiologia delle isole del Langherhahgi(B et al., 2015 percio e plausibile

che sulle cellule enteroendocrifaoriscaa secrezione di ormoni. Infine, le cellule delle

cripte del colon mostrano marcatura debole e granulare nel citaplas linea con le

scoperte di Grill et al. nel topo.

Il PPARU appartiene ad una superfamiglia di
una volta attivati da ligando innescano la trascrizione dei loro target che controllano il

met abol i smo del glucosi o, dei | attydtodda e del
acidi grassi introdotti con la dieta come la PEA (Petrosino V e Di Marzo S 2016) o da

agonisti (Rigandet al . , 2017) . Léattivazione di g u e
antinocicettivi e antinflammatori (Escher P et al., 2001; AzanYT et al., 2010;

Petrosino V and Di Marzo S, 2016). Quando il recettore viene attivato dalla PEA, |l
PPARU sembra reagire biochimicamente con i
capsaicina dei neuroni noci cimdprendeilnome e | 61 n
di entourage effect (Ambrosino P et al., 2013) sembra desensitizzare il recettore TRPV1.
Come abbiamo gi ™ visto nel cane (Galiazzo (
localizza a livello della glia enterica (LMA et al., 2013;Sharkey KA 2015), che é

comparabile agli astrociti presenti a livello centrale. La glia a questo livello rilascia fattori
solubili che fungono da fattori chemotattic
glia amplifica | 6irilesciandorikbala praiema chemotatica X | nal e,
dei monociti e S100B, che attivano una cascata biochimica che porta alla trascrizione di

di verse citochine e induce (CirflcaGetal.2@lii one de

OchoaCortes F et al., 20)6Esposito e colleghi hanno dimostrato che la proteina S100B
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richiama macrofagi nella mucosa e arfiplia | 6i nf i ammazi one del tG
PPARU mitiga | 6infiammazione inttolslkei nale r
receptor4 dapartededl gl i a. Cellule positive a PPARU
simili a cellule parietali trovate a livello gastrico, in linea con la scoperta di Pazos che

nel | 6uomo S i hanno cellule parietald] posi
cannabinoidi sulla seezione acida gastrica € ben appurato (Pertwee RG 2001). Questo
aspettgotrebbe essere causato da un effetto che hanno i cannabinoidi a livello centrale,

i.e. 1 recettori cannabinoidi localizzati sulle terminazioni vagali gastriche, oppure un

effetto a ivello periferico, i.e. i recettori cannabinoidi localizzati sulle cellule parietali
secernenti aci di . Non a caso, agoni st del
gastrico (Saha L 2015). Un altro effetto inibitorio periferico sulle secrezionk acid
gastriche potrebbe essere |l egato all 6espr e:
che secernono gastrina o istamina, che normalmente stimolano la secrezione acida delle
cellule parietali (Schubert ML 2®ARU. LOipe
accompagnata da una diminuzione del numero di granuli in ogni cellula e ad un aumento
relativo di granuli elettromensi. Questi effetti sono simili a quelli indotti da
pantoprazolo, un ibitore di pompe protoniche (Pathak R et al., 2007). Abbigato no

diversi tipi di recettori per i cannabinoidi delle cellule enteroendocrine gastriche (CB1R,
CB2R, PPARU e GPR55), ma il PPARU non ~ ma
gastrina sulle cellule enteroendocrine, percio questa ipotesi rimane puramente
specul ati va, al meno nell o stomaco dei feli
muscolatura liscia del foglietto longitudinale suggerisce un ruolo di questo recettore nella

motilita del tGl dei felini. Abbiamo osservato un pattern muscolare simile nel cane
(Galiazzo G et al ., 2018). Azuma ha di mostr
ril assa | a muscol atur a l ongi tudinait e del

indipendente.

Anche il PPARD appartiene alla stemssa sup
abbiamo osservato una debole marcaturRB BIAR2 d e i n u c leregerico.d e | pl e
Questo recettore ha un ruolo fondamentale nella neatepone a livello centrale in

disordini neurodegenratiyHung TY et al., 2019), ma allo stato attuale non ci stadi

sulla sua importanza a |ivello del sistema
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una vol t a attivato ri duce | 6i nfi ammazi one
modul azi on e -ichmund (DeadF8ippie D et &., 201a4; Cough DGakt 2017).

Il TRPAL é un canale ionico in grado di captare specifiche sostanze chimiche nel cibo e
in grado di trasdurre stimoli meccanici, di freddo e chimici. La sua presenza e attestata
nei neuroni sensoriali anche nel gatto (dati non pubblicati) aicime cellule enteriche
(principalmente neuroni inibitori) (Poole DP et al., 2011) e cellule enteroendocrine del
tGl (Cho HJ et al., 2014). In questo studio abbiamo osservato neuroni enterici TRPA1
IR, ma non ne abbiamo caratterizzato ancora il fenobppdtre, anche le cellule goblet

sono TRPA1 positive, probabil mente questo r

Il recettore per la serotoninaHblla e espresso da vari neuroni del sistema nervoso

centrale e enterici (Kichgessner AL et al., 199 )questo studio non abbiamo osservato

neuroni enterici positivi a questo recettore, comunque, le cellule epiteliali del tGl sono
marcate. La serotonina ha un ruolo chiave nella regolazione della motilita del tGl, nella
sensibilita viscerale e nella sezione di fluidi tramite specifici recettori. Tra questi

recettori, € probabile che nel gattoiHbT 1a sv ol ga un ruol o nel |l 6c
secrezione. Comunque, non abbiamo trovato studi in letteratura che attestino questa
ipotesi, eccetto alcuniuscellule epiteliali di rene trasfettate (Langlois X et al., 1996;

Darmon Met al., 1988).

Il concetto di Sistema endocannabinoide e stato formulato da Di Marzo e Fontana nel

1995. Da allora, enormi progressi sono stati fatti nel definire gli elemesmti ch
compongono questo sistema e come questi adattino il tGl in varie condizioni. Il sistema
endocannabinoide € un importante sistema regolatorio nel tGl, che lavora nel controllo

sia della digestione che nella difesa da patogeni, due delle pit importainiwtel tGl.

Qui ndi , [ cannabinoidi hanno un ruol o fondeze
e quello di trovare farmaci che siano in grado di riconoscere selettivamente recettori a

livello periferico, che quindi non vadano ad intaccare le &tiséntrali, come purtroppo

€ successo in passato con il imonabant.

Ad oggi | dunico tipo di Cannabis terapeutic
Chimico Farmaceutico Militare di Firenze. F

di canga che si ottiene dalla pressatura a freddo dei semini di canapa industriale, con
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contenuto in fitocannabinoidi complessivamente nullo, ma ricco in terpenoidi. |
terpenoidi hanno un precursore in comune con i fitocannabinoidi e sono ritenuti sicuri

dalla Food and Drug Administration (FDA). Questi composti sembra agiscano in sinergia

con i fitocannabinoidi in relazione al trattamento di dolore, inflammazione, depressione,

ansia, epilessia, cancro, infezioni fungine e batteriche (Russo EB 2011). Il CBDiad ogg

e uno dei cannabinoidi piu studiati e il suo utilizzo si sta diffondendo nella pratica clinica

sia in medicina umana che veterinaria. Avendo natura lipidica il suo assorbimento e
difficoltoso e irregolare a livello del tGl, € generalmente ben tolleratwore da
dipedenza, inoltre sembra che dHG(RreRewvewz zi | O e
Report. Cannabidiol. Expert Committee on Drug Dependence. 39th Meeting. Genova,

2017). Viene somministrato solitamente per via orale e ha un buon profilo di sicurezza,

non etossico o mutagenico, non induce catalessia, variazioni di frequenza cardiaca,
pressione sanguigna o0 temperatura corpor ea
velocita di transito intestinale, le funzioni psicomotorie e psicologiche. | suoi effetti

col aterali sono | 6inibizione del metabol i smo
l a riduzione del | 0 adarriar Vairiduzionaldella tettilitaenalla | or o ¢
vitalita cellulare in vitro (Bergamaschi MM et al., 2011). Ha prdprantiinfiammatorie,

analgesiche, ansiolitiche, atitimorali e antibatteriche (Zuardi AW et al., 1995; Malfait

AM et al., 2000; Mechoulam R et al., 2007; Appendino G et al., 2008; Crippa JA et al.,

2011; Serpell MP et al., 2013; Ligresti A et al., 20yrales P et al., 2017; Russo EB

et al., 2018). La PEA invece & un nutraceutico presente in numerose fonti animali e
vegetali, € anche un endocannabinoide prodotto da diversi tessuti in condizioni di stress.

Il trattamento sistemico con PEA associata atbasidanti come luteolina e polidatina

ha effetti antiinflammatori, analgesici, neuroprotettivi e antipruriginosi. Ha un profilo di

sicurezza molto elevato (Petrosino V e Di Marzo S, 2017; Britti D et al., 2017).

| nostri dati mostrano che i recettori g$&ci e nuovi per i cannabinoidi sono ampiamente

distribuiti nel tGl di felino, come abbiamo recentemente visto nel cane (Galiazzo G et al.,

2018) e nel cavallo (progetto ongoing). Data la localizzazione, sembra plausibile
considerare anche nel gatto chesistema endocannabinoide € molto importante nel
controll o delle funzioni gastrointestinald]
barriera epiteliale, |l 6attivit”™ sensoriale

corretto microambiente celbre (Pertwee RG 2001; Uranga JA et al., 2018). Questi
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cambiamenti morfologici, che dovrebbero essere supportati da evidenze fisiologiche e
farmacologiche, suggeriscono che gli agonisti per i recettori dei cannalsioprdi citati
potrebbero avere un ptziale terapeutico nel controllo di condizioni infammatorie a
carico del tGl e sensibilita iperviscerale in queste specie studiate. Come discusso prima,
gueste i potesi sono supportate dai buoni
i due Igandi piu studiati per questi recettori: la PEA e il CBD (Borrelli F et al., 2015;
Couch DG et al., 2017).
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Questo progetto, svolto in collaborazione conDIBINEM, ha esitato in una

pubblicazione sulldélnternational Journal

1 Hibernation and Radioprotection: Gene Expression
in the Liver and testicle of Rats Irradiated under
Syntethic Torpor

Tinganelli W, Hitrec T, Romani F Simoniello R Squarcio FStanzani A Piscitiello E
Marchesano VLuppi M, Sioli M, Helm A, Compagnone GMorganti AG Amici R,
Negrini M, Zoccoli A, Durante M Cerri M

Introduction

Torpor 5 a peculiar state characterized by a drastic reduction in metabolic rate that leads
to a decrease in body temperature proportional to the temperature gradient between the
body and the environment (Heildmaier G et al., 2004). Torpor is used by mamnrals as a
energy saving strategy and can last from the few hours of an episode of daily torpor to
many months during hibernation (Geiser F 2004). In terms of evolution, it is highly likely
that torpor was a trait of the pretoammal; therefore the gene set reqiiite survive

such state should reasonably be common among mammals (Geiser F 2008; Malan A
2014). Mimicking torpor in noinibernators has always been an ambitious goal (Lee CC
2008; Bouma HR et al.,, 2012). Indeed, such possibility would open interesting
opportunity and could be very valuable in many clinical settings (Cerri M 2017) but could
also lead to applications in the field of space exploration (Cerri M et al., 2016). To this
last end, it is noteworthy that the European Space Agency (ESA) has aheyeant
specifically focused on hibernation research for space exploration (ESA Advanced
Concept Team 2018; Petit G et al., 2018; Gemignani J et al., 2015). Besides the reduced
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need of energetic supply, torpor can in fact be extremely valuable for sgAomgan

in virtue of the increased radioprotection that provides (Musacchia XJ e Barr RE 1968).
Biological damage from radiation is probably the most serious challenge that limits the
ability for humans to engage in long term mission, because of thesuweptm galactic
cosmic radiation (Durante M e Cucinotta FA, 2008). At the moment, shielding is not too
effective against these kind of radiation, since mass constraints limits its use (Durante M
2014). The Mars Science Laboratory measurements showedbedlreaterage dosate in

deep space is about 1.8 mSv/day (Zeitlin C et al., 2013). Therefore, a mission to Mars
would exceed the career dose limit of 1 Sv of ESA astronauts and the-gamdi@ge
specific limits for National Aeronautics and Space Admiaistn (NASA) astronauts.
Hibernation would therefore be an effective solution for long term mission and was
proposed to this end many years ago (Hock RJ 1960; Cocket TK e Beehler CC, 1962). In
fact, it was shown that hibernators are able to survive hidp®ses of radiation during
torpor compared to the euthermic period (Jaroslow BN et al., 1969). This finding was
confirmed for squirrels (Barr RE e Musacchia XJ, 1969), hamsters (Musacchia XJ et al.,
1971) and mice (Ghosh S et al., 2017). The mechanismrthdiates such enhanced
radioprotection is not known; whereas earlier works were pointing out at the halt of cell
replication, recent data suggest that the mechanism may lay in a different dynamics of the
DNA damage and repair pathway (Baird BJ et al.,120Recently, a phenotype very
much resembling torpor was induced in #obernators such as the rat by inhibiting the
neurons within the region of the Raphe Pallidus (RPa) (Cerri M et al., 2013), a key
brainstem region in the control of body temperatune @nergy expenditure in mammals
(Morrison SF et al., 2014). It was proposed to call this peculiar state with the term
ASynt hetic Torporo (Cerri M 2017) . Whil e t
has yet to be proven viable, such state was sughastan effective way to transport
animals in space both for scientific reason (i.e., experiments on the International Space
Station or yet to come further permanent space stations) and for support a human colony
(Groko Y et al., 2018). However, so faretk is no evidence for the torpmduced
radioprotection to be active also during synthetic torpor induced irhib@nnators. In

this paper, we present preliminary data analysing gene expression in the liver and in the
testis of rats which were irradiateluring synthetic torpor compared with normothermic

controls, showing that radioprotection is also induced during synthetic torpor and
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supporting the idea of using this state to preserve the health of humans and animals during

long term space travels.

Results

Rats induced into synthetic torpor showed a regular decrease in brain temperature (Tbr),
which reached a nadir just before the irradiatibigyre 1) (Hypothermia, Thr: 22.2 +
1.1; Control, Tbr: 37.54 £+ 0.24).

Brain temperature during synthetic torpor.
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Figure 1. Thirty-min mean value + SEM of the brain temperature (Tl
recorded during the experimental day. Thr was recorded by means

thermistor, surgically implanted in the Lateral HypothalamEsapty dots:
Control (n = 5),filled dots: Hypothermia (n = 5).

Of the 12 genes analysedhree genes were significantly downregulated in the
Hypot hermic group compared with the Control
0.02), Pfkb (Fold regul BtFwoind d&guwli3at iponr: O
0.01) Figure 2). ATM is of partcular interest, since it is involved in repairing DNA
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double strand breaks. The lower expression of ATM in the group induced into synthetic
torpor suggest that less damage was induced by radiation in the cell of the animals induced
into synthetic torpor othat, for other reason, other DNA repair pathways become

activated in such conditions.

Gene expression in the liver in hypothermic vs normothermic irradiated rats

Legend
2.00 ' @  Downregulated

@  Unchanged

1.75 i @  Upregulated

-loa10(p-value)

-1.5 -1 -0.5 0 0.5 1
Log2(Fold Change: Group 1/Control Group)

Figure 2: Volcano plot representing the expression of the analysed genes
liver (normothermic vs hypothermic animals) 4 h after a total body irradia
(X-rays, 3Gy) expressed as normalized fold change. In greemes
downregulated (to the left of the left dashed line). In red: genes upregulate
the right of the right dashed line). Dots above the solid horizontal line
significantly different between the two groups.
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Qualitative analysis following the histological observation shows that hepatic tissues of
normothermic rats were affected by the irradiation, wherbas hypometabolic
hypothermic state of synthetic torpor provide in the liver a protection to radiation damage.
Normothermic rats showed altered morphology of the hepatocytes. At the light
microscope level, their cytoplasm was low dense and markedly wedphs well the
nuclei appeared shrunken with irregular shape and chromatin condenBaioe @A,

B, arrows). Such effects were not present in the hepatic tissue of the rats induced into
synthetic torpor, hepatocytes possessed a dense cytoplasny@ad aed round nucleus

in which dispersed chromatin and nucleoli were detect&mere 3C, D). An abundance

of red blood cells is also observable in the synthetic torpor gfagpré 3C, D, arrows).

Normothermia

Synthetic Torpor

Figure 3: Morphology of the hepatitissue after hematoxyheosin staining in
irradiated normothermic liver (A) and in irradiated liver during synthetic torpa
(Ci D). The effects of irradiation at normothermia are pronounced compared t
effects detected after irradiation in syntlegtirpor. Alteration and disorganizatiol
in the hepatic parenchyma were observed irBAyacuolization and shrunke
nuclei with irregular shape and chromatin condensation BAarrows) were
identified in the hepatocytes. The morphology and the organizafidrepatic
parenchyma irradiated during synthetic torpor (B) seems comparable to th
normal organization of the liver tissue. Hepatocytes show a dense cytoplasm,
nuclei with dispersed chromatin. An abundance of red blood cells is
observablgC, D arrows).Scale bars =2 & m
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A more extensive analysis of gene expression wasnoeed on the testicles. Rats
induced into synthetic torpor showed a downregulation of many of the genes involved in
the DNA Damage Signaling. Ghe 84 genes analyzed genes were significantly
downregulated in the Hypothermic group: Bbc3 (fold regulati&¥9; p = 0.01), Fancg

(fold regulation:- 1.58; p = 0.04), Mbd4 (fold regulation1.79; p = 0.04), Mgmt (fold
regulation:- 1.84; p = 0.04), Pcna (fold regulation1.74; p = 0.02), Ppmld (fold
regulation:- 1.67; p = 0.003), Rad18 (fold regulatierl.66; p = 0.03)Kigure 4).

Gene expression in the testicle in hypothermic vs normothermic irradiated rats

25 Legend @] E
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Figure 4. Volcano plot of the representing the expression of the analysed genes
testicle (normothermic rat testis vs hypothermic rat testis) 4 h after a total body irradi
(X-rays, 3Gy) expressed as normalized fold change. In greens giemenregulated (to the
left of the dashed line). Dots above the solid horizontal line are significantly diffi
between the two groups.
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Histological analysis performed on cross sections of seminiferous tubules of testis shows
alteration on the differentiation and cells stratification in the testis of normothermic rats
(Figure 5A, B), in particular disaganization of the germinal cells and on thamgtions

were detected. These efts were not found in the testis tissue of the rats induced into
synthetic torpor, in which the structures could be almost comparable to the normal
organization ffigure 5C, D).

Testicle exemplificative histological sections in normothermic

and hypothermic irradiated rats
- ~ g (

Normothermia

Synthetic Torpor

Figure 5. Morphology of cross sections of seminiferous tubules, ¢
hematoxylireosin staining, in irradiatedormothermic testis (A) and
in irradiated testis during synthetic torpor (@). Alteration on the
differentiation and cells stratification were found in the testis
normothermic rats (AB), in particular disorganization of the germin:
cells and otheir junctions was present. These effects were not dete
in the testis tissue of the rats induced into synthetic torpor, in whict
structures could be comparable to the normal organizatiQid{C
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Discussion

The main finding reported in this paper is the significant protection to ionizing radiation
damage induced by synthetic torpor in Aobernating analysis. Histological analysis of

liver and rats exposed to 3 Gyrays (seeFigures 3and5) show a reduced toxicity
compared in animals artificially in torpor compared to controls irradiated at normal
temperature and metabolic activity. This protection is consistent with old data in
hibernating animals. We have then investagl the molecular mechanisms underlying

the increased radioresistance and found downregulation of ATM and several other genes
involved in the DNA damage signalling. AT&kpression was reported to beeatied by

deep hypothermia (0.8 °C) in cell culturegawska H et al., 2018; Herzog KH et al.,
1998) and we show here that synthetic torpor leads to similar effect in vivo. ATM is a
key gene in activating the repair process of DNA double strand breaks. The reduced
expression of such gene suggest that thatbeptes of the hypothermic group received

less damage form the irradiation compared with the control group or that their DNA
damage response is reduced. Several papers suggested that the enhanced radioprotection
that is observed during hypothermia botlvivo (Ghosh S et al., 2017) or in vitro (Baird

BJ et al., 2011), may be caused by some change in the activation of the DNA repair
pathways. In particular, data from Gosh andvokers (Ghosh S et al., 2017) show that

the radioprotective effect can be uwbd by hypothermia within three hours after the
irradiation. Such results apparently rules out other hypothesis that -iodoaed
radioprotection could be caused by stopping cell proliferation or by reducing the
oxygenation of tissues, even if thesetéas may certainly still play a rol&TM and the

DNA damage signaling genes are less activated either because cells in the hypothermic
tissue received less DNA double strand breaks or because the reduced signaling cascade
is part of the protective effectt is however unlikely that the effect can simply be
explained by hypothermia. In fact, the observed protection in genetic damage at low
temperature has been associated to enhanced ATM activation (Lisowska H et al., 2018),
while we found a downregulatio@n the other hand, ATM is the first pastadiation

protein to activate programmed cell death pathway (Herzog KH et al., 1998). In fact,
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pharmacological inhibition of ATM significantly reduces the radiosensitivity of
unstimulated human lymphocytes (Hegnm D et al., 2018). The effect of synthetic
torpor seems to be more similar to the pharmacological inhibition of ATM than to the
simple hypothermia. Histologically, liver cell of hypothermic rats appear normal, unlike
the ones of the normothermic onegygesting that the radiation dosage was high enough

to induce damage visible after a short time (4 h). Liver cells are extensively vacuolised,
a sign that was reported to be a response to a stress agent (Chen N et al., 2018; Abdelhalim
MA et al.,, 2012). Tdicles also appear to be damaged by the irradiation in the
normothermic group. In the present experiments only early normal tissue toxicity was
evaluated. It is likely that late toxicity will also be strongly modified. ATM is involved

in cell cycle progresion postirradiation (Khoronenkova SV e Dianov GL 2015) and the
impact of irradiation during synthetic torpor on replication and late toxicity remain to be
evaluated. The reduction in metabolism in the synthetic torpor group did not suppress
gene expressn in general. In the liver, the gene Nfil3, for instance, results upregulated
in this group. Such upregulation could be related to the involvement of Nfil3 in the
negative feedback to the expression of the clock gene Per2, possibly adapting the clock
to the reduced metabolism. The main finding reported in this paper is the significant
protection to ionizing radiation damage induced by synthetic torpor ishib@nnating
analysis. Histological analysis of liver and rats exposed to 3 @&yX (sedrigures 3

and5) show a reduced toxicity compared in animals artificially in torpor compared to
controls irradiated at normal temperature and metabolic activity. This protection is
consistent with old data in hibernating animals.

We have then investigated the mallec mechanisms underlying the increased
radioresistance and found downregulation of ATM and several other genes involved in
the DNA damage signalling. ATM expression was reported to be affected by deep
hypothermia (0.8 °C) in cell culture (Dang L et @012; Lisowska H et al., 2018) and

we show here that synthetic torpor leads to similar e_ect in vivo. ATM is a key gene in
activating the repair process of DNA double strand breaks. The reduced expression of
such gene suggest that the hepatocytes of thethgrmic group received less damage
form the irradiation compared with the control group or that their DNA damage response
is reduced. Several papers suggested that the enhanced radioprotection that is observed
during hypothermia both in vivo (Ghosh Saét 2017) or in vitro (Baird BJ et al., 2011),
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may be caused by some change in the activation of the DNA repair pathways. In
particular, data from Gosh and -emrkers (Ghosh S et al., 2017) show that the
radioprotective effect can be induced by hypotharmithin three hours after the
irradiation. Such results apparently rules out other hypothesis that -indomed
radioprotection could be caused by stopping cell proliferation or by reducing the
oxygenation of tissues, even if these factors may certsiitilplay a role. ATM and the

DNA damage signaling genes are less activated either because cells in the hypothermic
tissue received less DNA double strand breaks or because the reduced signaling cascade
Is part of the protective effect. It is however ikaly that the effect can simply be
explained by hypothermia. In fact, the observed protection in genetic damage at low
temperature has been associated to enhanced ATM activation (Lisowska H et al., 2018),
while we found a downregulation. On the other hal@M is the first posirradiation

protein to activate programmed cell death pathway (Herzog KH et al., 1998). In fact,
pharmacological inhibition of ATM significantly reduces the radiosensitivity of
unstimulated human lymphocytes (Heylemann D et al.8R0lhe effect of synthetic

torpor seems to be more similar to the pharmacological inhibition of ATM than to the
simple hypothermia. Histologically, liver cell of hypothermic rats appear normal, unlike
the ones of the normothermic ones, suggesting thaath&tion dosage was high enough

to induce damage visible after a short time (4 h). Liver cells are extensively vacuolised,
a sign that was reported to be a response to a stress agent (Chen N et al., 2018; Abdelhalim
MA e Jarrar BM 2012). Testicles alsppear to be damaged by the irradiation in the
normothermic group. In the present experiments only early normal tissue toxicity was
evaluated. It is likely that late toxicity will also be strongly modified. ATM is involved

in cell cycle progression pestadiation (Khoronenkova SV e Dianov DL, 2013) and the
impact of irradiation during synthetic torpor on replication and late toxicity remain to be
evaluated. The reduction in metabolism in the synthetic torpor group did not suppress
gene expression in genérkn the liver, the gene Nfil3, for instance, results upregulated

in this group. Such upregulation could be related to the involvement of Nfil3 in the
negative feedback to the expression of the clock gene Per2, possibly adapting the clock

to the reduced etabolism.
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Methods

All the experiments were performed in accordance with the DL 26/2014 and the European
Union Directive 2010/63/EU under the supervision of the Central Veterinary Service of
the University of Bologna, under the approval of the Italiatidhal Health Authority
(decree 779/201PR, 16 October 2017).

Animal Housing

Experiments were conducted on 10 male Sprdgasley rats (Charles River), weighing
2501 300 g. After their arrival, animals were housed for one week at standard laboratory
condtions: lightdark (LD) cycle 12 h:12 h (L 09:00'B1:00 h) with ad libitum access
to food (4RF21 diet, Mucedola) and water, at an ambient temperature (Ta) of 24.0 1.0
_C. During the adaptation, animals were housed in pairs in Plexiglas cages (Tefhniplas

containing dusfree wood shavings and the bedding was changed every two days.

Surgery

After one week of adaptation, rats underwent surgery under general anaesthesia
(KetamineHCI, Imalgene 1000, Merial, 100 mg/Kg, intraperitoneally). After assessing
the adequacy of the surgical plane of anaesthesia, animals were implanted with a
thermistor probe in the right anterior hypothalamus to record deep brain temperature and
with a microinjection guide cannula (C318PC; Plastics One; internal cannula
extensim below guide: +3.5 mm) stereotactically implanted within the brainstem region
of the Raphe Pallidus (RPa) (coordinates (m&J posterior from the interaural, 0.0
Lateral,-9.5 from the brain surface, following the stereotactic map in reference [33]. To
assess the correct positioning of the guide cannula, a functional intraoperative test was
carried out: the GABAA agonist muscimol (1 mM) was dissolved in artificial
cerebrospinal fluid (ACSF) and injected (100nL) within the RPa and tail temperature was

monitored through a temperature probe positioned on the tail. Previous reports showed
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that the inhibition of Raphe Pallidusurons causes vasodilatioFhe position of the
cannula was then assumed correct if a consistent increase in tail surface temwesature
observed within 5 min from muscimol injection. Lastly, four stainless steel screws were
implanted, to ensure all the inserted probes in place; everything was then secured with
dental resin (ResPal, Salmoiraghi Produzione Dentaria), covering the surgieal

field, incorporating the cannula, the thermistor and the screws. Rats were then
administered with antibiotic (benzathine benzylpenicillin, 12.500.000 U.I.,
dihydrostreptomycin sulphate 5 g/100 mL, Rubrocillina Veterinaria, Ini@rianl/kg),
analgsics (Carprofeh Rimadyl, Pfized 5 mg/kg) and rehydrated with 5 mL saline
solution. Animals were constantly monitored until regaining of consciousness and then

l eft to recover for 1 week wunder standard
distress oisu_ering symptoms were constantly evaluated using the Humane End Point
(HEP) criteria. After at least one week of recovery from surgery, rats were moved to the
experimental cages. The cage containing the animal was placed inside a thermoregulated,
soundattenuated box, equipped with a ventilation system. The cage was instrumented
with a rotating swivel, connected to the external amplifiers. Feiglt hours prior to the
experi ment, the animalsdé thermistors were
basline deep brain temperature (Thr) and animals were exposed to Ta 15 _C and constant
darkness. Thr) was amplified (mod. Grass 7P511L, Astronova, West Warwick, RI, USA)
and filtered at 0.5 Hz (highass), analogue to digital converted to 12 bit (CED Micko M

1401 1), acquired (50Hz sample rate) and stored on a digital hard disk.

Experimental Protocol

Animals were divided in two groups: (1) Hypothermia (n = 5): Afterday recovery

from surgery, animals were injected with the GABAagonist muscimol (1 mol)

within the Raphe Pallidus (RPa). Each animal received, starting from 07:00 h, one

injection/hour (100 nL). All animals entered synthetic torpor shortly after the first

injection and maintained such condition until the end of the experiment. (2) Control

5): After a #day recovery from surgery, animals were injected with artificial

cerebrospinal fluid (ACSF) within the RPa. Each animal received, starting from 07:00 h,

one injection/hour (100 nL). To minimize any environmental difference, animals
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undewent experiment in couples: each animal from the Hypothermia group underwent
the procedure on the same experimental day as its corresponding Control. At 11:00 h,
animals were moved to a portable thermoregulated and sound attenuated radretnanspa
custommade box, at Ta 15C. When inside the box, animals were transported to the
Department of Nuclear Medicine, S.Orsola Hospital, to beays irradiated. After
receiving the radiation dose, animals were returned to the experimental cage. Four hours
after tre irradiation, animals were given a lethal dose of anaesthetic and several organs

were extracted for histological and molecular assBigife 6).
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Experimental protocol

Synthetic X-rays Organs
Torpor 3gy collection

I

24h | 24h | 4h | 4h |

GROUP 1
Synthetic torpor I

=37°C

Thody
=20°C

Ta =15°C

X-rays Organs
3gy collection

I

24h [ 24h | 4h | 4h |

GROUP 2
Normothermic l

=37°C

Tbhody

Ta =15°C

Figure 6: Experimental protocol. After at leashe week of recovery from surgery, rats we
moved to the experimental cage and exposed to a lower ambient temperature (15 _
prior to the experiment. At 07:00 of the experimental day, rats were randomly assig
one of the experimental groups: Hfpermia (n = 5) (Group 1), animals underwent multig
microinjections (1/h, 100 nL) of the GAB¥agonist muscimol (1mM) within the RP
whereas Control (n = 5) (Group 2) were injected with artificial cerebrospinal fluid (AC:!
Four hours after the onsef synthetic torpor in the Hypothermia group, animals underw
a 3 Gy Xrays radiation exposure and were returned to the experimental cage for addi
four hours.At 16:00, all animals were euthanized and organs were collected.
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Radiation Data

Exposure to radiation was accomplished by irradiating the thermoregulated trablgport
box from above, using an-My tube operating at 180 kV, producing a uniform radiation
field in the whole region where the animal resides. Animals were irradiated with a dose

of 3 Gy total body, at a dose rate of 23 cGy/nkilg(re 7).

Exit dose in an irradiated rat

Figure 7: Exit dosemeasured with a radiochromic film under tf
irradiated animal. Entrance dose can be evaluated from
percentage depth dose curves and the animal thickness.
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Gene Expression and Analysis

Liver: Gene expression was assessed by a Custom RT2 Profiler PCR Arrays from Qiagen.
In this analysis, 13 genes were profiled on 1 array in a biological triplicate. Each array
also contains a panel of controls to monitorayeit DNA contamination (GDC) as well

as controls for the first strand synthesis (RTC) and thetiraal PCR efficiency (PPC).

As a preliminary analysis, we analysed the expressioseveral genes involved in
different pathways, from cell metabolism, t@ukation of clock genes to the DNA

damage pathway in order to have an overwéthe cell functions

Testicle: Gene expression was assessed by a DNA Damage Signaling RT2 Profiler PCR
Arrays from Qiagen. In this analysis, 89 genes were profiled (FigurerS2)array in a
biological triplicate. The array contains also a panel of controls to monitor genomic DNA
contamination (GDC) as well as controls for the first strand systfie@3iC) and the real

time PCR efftiency (PPC).

The protocol used was the foling: The mature RNA was isolated from tissue (liver

and testicles) using an RNA extraction kit (Qiagen RNeasy Plus Micro Kit, Hilden,

Germany) according to the manufactureros

using a nanodrop (NanoDrop. 200G8pophotometers, Thermofisher). 1000 ng of RNA

was used for the reverse transcription. It was reverse transcribed using a cDNA

conversion kit (Qiagen QuantiTect Reverse Transcription Kit, Hilden, Germany). For the

liver analysis, the cDNA in combinationtiw RT2 SYBR® Green gPCR Mastermix was

used on a Custom RT2 Profiler PCR Array, while for the Rat testicles the gene expression

was assessed using a réale RT2 Profiler PCR Array (QIAGEN, Cat. no. PARIR9Z)

in combination with RT2 SYBR® Green gPCR Marshix (Cat. no. 330529). A CFX96

Biorad machine was used with the following cycles: Cycle 1; 10dunation, 95 C

temperatureCycle 40; 15 s duration and 9% “temperature; 1 min duration, 6@ °

temperature. CT values were exported to an Excel fileette a table of CT values. This

table was then uploaded to the data analysis web portal at

http://www.qgiagen.com/geneglobe. Samples extracted from rats irradiated and not

hibernated, were assigned to the control group, whereas samples extracted from rats

irradiated and hibernated were assigned to the test group. CT values were normalized

based on a manual selection of reference genes. The data analysis web portal calculated
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the fold change using the delialta CT method, in which the delta CT is calcudate
between gene of interest (GOI) and an average of housekeeping genes (HKG), followed
by deltadelta CT calculations (delta CT (experiméntelta CT (control)). The fold
change is then calculated using the 2(dé#da CT) formula. The p values were
calcd at ed b as ed -testrof the reflitate diela tCd) values for each gene

in the control group and treatment groups. Gene expression data are presented with a
Volcano Plot scheme. The volcano plot helps quickly identify significant gene expressi
changes. The volcano plot displays statistical significance versusHalthe on the-y

and xaxes, respectively. The volcano plot combinessalpe statistical test with the fold
regulation change enabling identification of genes with both largeraatl expression

changes that are statistically significant.

Histology

Liver and testicle samples were processed for histological investigations. Briefly, tissue
sanples were fixed in 4% PFA at 4£°overnight, dehydrated in an ascending graded
ethanol sees, cleared with xylene for 30 min and embedded in paraffin at 58 °C. Sections

(7 em thick) were stained with haematoxylaosin to show general morphology.

Conclusions

This is the first experimental measurement of toxicity and gene expression insanima
exposed to ionizing radiation under synthetic torpor. We have demonstrated that synthetic
torpor increases radioresistance in 4milpernating animals (rats). The results indicate
that synthetic torpor is a potential tool to enhance radioprotectiowing lorganism

during long term space mission.
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Il progetto di cui mi sono ocpata negli Stati Uniti € stato presentato come poster al
congresso Neuroscience SFN 2019 (Chicago, IL, Usa). Tramite iniezione di
pseudorabies virus (PRV) coniugato con Green Fluorescent Protein (GFP) o Red
Fluorescent Protein (RFP) siamo andati a vadutaneuropeptidi ipotalamici che sono
coinvol ti nell 6attivazione del tessuto adif
calore elimantenimento della temperatwarporea, e il tessuto adiposo bianco (WAT)

che funge da riserva energetica.

2 Neuropeptidergic profile of hypothalamic neurons
involved in the control of brown and white adipose
tissue in normal rats and obese rats fed with high

energy diet from early age

G Cano, SL Hernan, AG Richi8, Stanzani, H Allen, D Tupone, AF Sved

Abstract: Brown adipose tissue (BAT) regulates heat production to maintain body
temperature, whereas white adipose tissue (WAT) functions as an energy reserve.
Complex brain circuitry controls BAT thermogenesis and WAT lipolysis via direct
sympathetic innervation. @bity is associated with dramatic changes in BAT and WAT
body distribution and decreases BAT thermogenic activity. In a previous study, we used
a dietinduced obesity (DIO) model in rats to examine the effect of early life obesity on
the central circuitrgontrolling BAT and WAT activity. We found subtle changes in few
brainstem areas. Here, we focus on the effect of early life DIO on hypothalamic nuclei
that contain neuropeptides involved in the regulationepnérgy expenditure and
thermogenesis, such as¥, CART, POMC, and Urocortin. Preadolescent rats (28-days
old; n =24) were fed with high fat diet (HFD, 31.8% kcal from fat; 25.2% kcal from
sucrose) for 8 weeks, whereas control rats were fed with chow (n=12). HFD and chow
rats weighed 573 + 17 g and 49115 g, respectively. Each rat was injected with a
pseudorabies virus (PRV) that expresses RFP into inguinal WAT and a PRV expressing
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GFP into interscapular BAT. Rats were perfused at different survival time2@®Bbrs),

and brains were processed. Atlgaurvival, WAT and BAT infected neurons were found

in brain regions involved in central sympathetic control. At longer survival, the infection
progressed to hypothalamic areas involved in metabolic control such as the lateral
hypothalamus (LH), Arcuat@\rc), and EdingeiWestphal (EW) nuclei. In EW, the % of
WAT-infected neurons that were Urocortinwvas decreased in HFD rats compared to
chow rats (from 64.1 + 3.8% to 47.3 + 3.4%; p<0.05). Similarly, the % of WAT infected
neurons that were CARIF was cecreased in HFD rats (from 72.4 + 2.5% to 49.9 + 6.4%;
p<0.05) in EW. No differences were observed in BAfected neurons in EW. Scarce
BAT or WAT infected neurons were POMCin Arc in both groups. BAT and WAT
MCH-ir infected neurons in the LH in chowats were 21.1 + 1.5% and 29.6 + 3.4%,
respectively, and 23.5 + 3.1% and 35.1 + 2.1% in HFD rats. Though CART colocalizes
with POMC in Arc, MCH in LH, and Urocortin in EW, infected CARTneurons were
observed mainly in EW, where 12% were dotibfected.Dense CARTir fibers and
terminals were observed in apposition to BAT and WAT infected neurons in numerous
brain regions. These observations support a relevant role of EW {CASDrtin neurons

in the control of BAT and WAT activity. Our results suggesbined in the control that
early life HFD can induce subtle anatomic ofp@® in neuropeptidergic neuroon$
metabolism and energy expenditure that are anatomically linked to BAT and WAT.
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Presso il DIMEC ho preso parte ad un progetto nel quale tramile exome sequencing
sono statédentificate nuove varianti digeudeostruzione intestinale cronica (CIPO). Il

lavoro ha portato alla pubblicazione di un abstract su Gastroenterology nel 2017.

3 Novel mutations in neurogenic chronic intestinal
pseudoobstuction identified by high-throughput
seqguencing

Elena Bonora, Francesca BianégneseStanzani Chiara Diquigiovanni, Rita Rinaldi,
Roberto D'Angelo, Rosanna Cogliandro, Joshua D. Smith, Deborah Nickerson, Mike
Bamshad, Ghazaleh Assadi, Paolo Clavenz@&@mneger Lindberg, Mauro D'Amato,

Claudio Graziano, Vincenzo Stanghellini, Marco Seri, Roberto De Giorgio

Introduction Chronic intestinal pseudbstruction (CIPO) is a severe gut dysmotility
with recurrent swmcclusive episodes without demonstrable mpitd# causes. We have
previously identified RAD21 as the gene mutated in a recessive form of CIPO (1). In this
study we aimed to identify other mutated genes in a subset of CIPO cases, including those
associated to small fiber neuropathy (SFN), a peripheearopathy involving the
autonomic nervous system. Methods Whole exome sequencing (WES) was performed on
genomic DNA of 7 patients (4 trios, i.e. affected individoadtherfather, and 3 sporadic
cases) with clinical, radiological and manometric evideot@eurogenic CIPO and
neurologically characterized SFN (4F, 2M). Only in one male patient gut histopathology
revealed cleacut evidence of hypoganglionosis. Genomic libraries were enriched using
the Nimblegen SeqCapEZ v3.0 exome enrichment and librarge sequenced on
Hiseq2000. Exome variants were annotated with a flexible framework for exploring
genome variation Gemini (GEnome MINIng). Sporadic CIPO patients (n=75; 18M / 57F;
age: 770 yrs) were analyzed with a custom TruSeq Amplicon Low Inputidsigned

with DesignStudio and sequenced with MiSeq. Data analysis was performed with
VariantStudio. Results We identified novel de novo missense variants in B3GAT2 and
SMC3 in two trios, and a missense variant in SCN11A in one sporadic patient with CIPO
and SFN and severe abdominal pain. Notably, the patient with SMC3 mutation was that
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showing a histopathological phenotype characterized by enteric hypoganglionosis. Target
sequencing panel showed a premature stop codon in B3GAT2, and different rare/novel
missense variants in SCN5A, SCN9A, SCN10A, SCN11A, TRPAL in 10.7% of the 75
CIPO patients. Conclusions We identified novel gene defects, including B3GAT2, a
glucuronyl transferase implicated in neuronal adhesion/migration, and SCN5A, SCN9A,
SCN10A, SCN11A, RPA1 genes encoding for sodium channel subunits implicated in
pain and gut motility control. These latter aspects suggest that a channelopathy may occur
at least in a subset of CIPO patients. Since SMC3 is a RAD®Ing protein, we
postulate that SMC3 deovo mutation can contribute to a histopathological phenotype,
I.e. enteric hypoganglionosis, as that observed in patients with the RAD21 mutation (2).
WES may help deciphering genetic mechanisms contributing to enteric neuronal

abnormalities underlyingesere gut dysmotility and visceral pain, such as CIPO.

(1) Bonora E, Bianco F, Cordeddu L, Bamshad M, Francescatto L, Dowless D, ... & Cefle, K. (2015).
Mutations in RAD21 disrupt regulation of APOB in patients with chronic intestinal pseudo
obstructionGastroenterologyl484), 771782

(2) Deglincerti A, De Giorgio R, Cefle K, Devoto M, Pippucci T, Castegnaro G, ... & Palanduz S. (2007).
A novel locus for syndromic chronic idiopathic intestinal pseatstruction maps to chromosome 8§23
g24.European Jornal of Human Genetic45(8), 889
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Questo progetto rappresenta un lavoro preliminare che sto svolgendo in collaborazione
con il DI BI NEM ed  finalizzato alla valuta

nel tratto gastrointestinale deitrah torpore artificiale.

4 Taste receptors expression in the gastrointestinal
tract in an animal model of artificial torpor

The gastrointestinal tract has an important role in food digestion, absorption and nutrients
metabolism (i.e. amino acids, sugand fatty acids). These nutrients are detected by
chemoreceptors localized in gastrointestinal mucosa, mainly located on enteroendocrine
cells and the pathway activated controls food intake. The chemoceptive responses are
transmitted to the enteric nen®system and to the central nervous system to control the
metabolic and the gastrointestinal tract functid)sThere are two different types of taste
receptors: type 1 (T1Rs, for sweet and umami taste) and type 2 (T2Rs, for bitter taste)
and their expession is largely regulated by diet. For example, mouse fed with high fat
diet, have an upregulation of the bitter taste receptor T2R138 in the gastric compartment
(2). Similar observations have been done in pigs fed with hyper proteic diet and in human
obese subject(3). Thus, taste receptors can be helpful to study gastrointestinal
pathologies. Starvation that occurs during physiological hibernation, is an extreme
alimentary and metabolic condition. During torpor, gastrointestinal tract villi becomes
atrgphic, mucosa structural proteins are reduced, permeability is augmented and
microbiota modified4). We decided to evaluate in rat in these conditions 1) artificial
torpor; 2) rewarming; 3) controls, if there are some modifications in the taste receptors
expression pattern, and other molecules involved in this molecular pathway in the
gastrointestinal tract. The study aims to investigate if in our artificial torpor model there
is an altered expression of the TRs superfamily, in order to evaluate if, gpaherdiet,

but also hypothermia could influence this system. It could be interesting because it might
be in line with the evidence that gastrointestinal mucosa is atrophic in physiological torpor
(4). There are emerging data about the presence of tasfgtoes in the central nervous
system, but the meaning is still largely unknown. Noteworthy, the brainstem (where there
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are vagal afferents) has a key role in autonomic regulations like temperature and
metabolism, so, it might be important to investigatsté¢ receptors expressions in this

area(5). Preliminary immunofluorescence results shown that, in our artificial torpor

mod el made by injecting musci mol i n Raphe P
in T2Rs (T2R16 and T2R38 isoforms), chromogn&n(neuroendocrine marker) and

grelin expression in rat stomach and duodenum. This is a preliminary study only, made

in a small number of cases for each conditions (n=7), but in the future we would like to
implement the casistic and we would like to tbstexpression of some peptide involved

in food intake like CCK, GLFL and GLP2.

(1) Sternini C et al., Enteroendocrine cells: a site of 'taste' in gastrointestinal chemosensing. Curr Opin
Endocrinol Diabetes Obes. 2008 Feb;15(1:873

(2) Vegezzi G et al Dietinduced regulation of bitter taste receptor subtypes in the mouse gastrointestinal
tract. PLoS One. 2014 Sep 19;9(9):€107732;

(3) Latorre R et al., Expression of the Bitter Taste Receptor, T2R38, in Enteroendocrine Cells of the Colonic
Mucosa of Oerweight/Obese vs. Lean Subjects. PLoS One. 2016 Feb 11;11(2):e0147468;

(4) Carey HV. Seasonal changes in mucosal structure and function in ground squirrel intestine. Am J
Physiol. 1990 Aug;25@ Pt 2):R38592;

(5) SinghN et al., Functional bitter tasteceptors are expressed in brain c8lechemical and biophysical
research communicatior2011,406(1), 146151.
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