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CAPITOLO 1 Introduzione

ABSTRACT

In addition to its effects in the hypothalamus émtrol body weight, leptin is involved
in the regulation of neuronal function, developmanid survival. Recent findings have
highlighted the neuroprotective effects of leptomimst ischemic brain injury; however, to
date, little is known about the role played by siginansducer and activator of transcription
(STAT)-3, a major mediator of ObR transduction pati in the brain, in the beneficial
effects of the hormone. Our data demonstrate tystesic acute administration of leptin
produces neuroprotection in rats subjected to peemamiddle cerebral artery occlusion
(MCAO0), as revealed by a significant reduction @éib infarct volume and neurological
deficit up to 7 days after the induction of ischanBy combining a subcellular fractionation
approach with immunohistofluorescence, we obsdraeneuroprotection is associated with a
cell type-specific modulation of STAT3 phosphoridat in the ischemic cortex. The early
enhancement of nuclear phospho-STATS3 induced hynlep the astrocytes of the ischemic
penumbra may contribute to a beneficial effect ledse cells on the evolution of tissue
damage. The increased expression of homer-la thatbserve in astrocytes up to 7 days
after stroke, further underscores their benefiod. Moreover, 3D reconstruction of electron
microscopy images, followed by morphometric analysevealed that after stroke reactive
astrocytes show a reduced bilateral coverage, \@heitee percentage of contacts with the
interface button-axon of the glutamatergic synapsesains unchanged. The elevation of
phospho-STAT3 induced by leptin in neurons aftdr RUCA0 is associated with an increased
expression of tissue inhibitor of matrix metalloj@ioases (TIMP)-1 in the cortex, suggesting

its possible involvement in the neuroprotectionduiced by the adipokine.



Sommario

SOMMARIO

La leptina, oltre ad avere effetti sull'ipotalamerpl controllo del peso corporeo, &
coinvolta nella regolazione della funzionalita,ldedviluppo e della sopravvivenza neuronale.
Studi recenti hanno evidenziato i suoi effetti rguotettivi nel danno ischemico cerebrale,
ma fino ad oggi il ruolo del fattore di trasduzioeé attivatore trascrizionale (STAT)-3, il
principale mediatore della via di trasduzione dsjrele di ObR nel cervello, non é stato
chiarito. | nostri dati dimostrano che la sommirdgione sistemica acuta di leptina e
neuroprotettiva in ratti sottoposti ad occlusionernpanente dell’arteria cerebrale media
(MCAO0), come documentato dalla riduzione significatdel volume di infarto cerebrale e del
deficit neurologico fino a 7 giorni dopo l'induziendi ischemia. Mediante analisi di
immunofluorescenza e tecniche di frazionamento ellldare abbiamo osservato che la
neuroprotezione da leptina € associata con la rapaule dei livelli di fosforilazione di
STAT-3 in differenti tipi cellulari nella corteccieerebrale ischemica. Infatti, poche ore dopo
l'insulto la leptina aumenta i livelli di p-STAT3eh nucleo degli astrociti della penombra
ischemica contribuendo cosi agli effetti beneficgdeste cellule sull’evoluzione del danno.
L’aumentata espressione di homer-la che osserviagb astrociti fino a 7 giorni dopo
'induzione di ischemia, sottolinea ulteriormenté loro ruolo benefico. Mediante
ricostruzione 3D di immagini di microscopia elettita, combinata con analisi morfometrica,
abbiamo osservato che gli astrociti reattivi mostran ridottocoveragebilaterale, mentre la
percentuale di contatto con le sinapsi glutammatkegrimane invariata. Inoltre, 'aumento
di p-STAT3 indotto dalla leptina nei neuroni dop¢h2di MCAo e associato con un aumento

dell'espressione dell'inibitore tissutale delle aiktproteasi della matrice (TIMP)-1 nella

corteccia, suggerendo un suo coinvolgimento n@laaprotezione indotta dall’adipochina.
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1.1 - L'ISCHEMIA CEREBRALE

1.1.1 — Epidemiologia e fisiopatologia

L’ischemia cerebrale e la seconda causa di mddepema causa di disabilita a lungo
termine nel mondo, associata pertanto ad importamseguenze cliniche e socioeconomiche
che sottolineano il bisogno di terapie efficacfatti, & stato stimato che ogni anno 15 milioni
di persone sono colpite da questa patologia, cheaceorte in circa 5 milioni di pazienti e
invalidita permanente in altri 5 milioni (Rogeradt, 2011; Internet Stroke Center 2011).

| farmaci oggi a disposizione (antiaggreganti piagti e trombolitici) migliorano solo
parzialmente l'esito clinico dei pazienti in quantrano a ripristinare il flusso ematico
cerebrale, ma non hanno alcun effetto sulla deger@re neuronale responsabile dei sintomi
della malattia. Attualmente, l'unico trattamentani@acologico approvato dalla FDA per
l'ictus ischemico acuto si basa sull'utilizzo dettivatore tissutale del plasminogeno
ricombinante (rtPA) per la dissoluzione del coagiltgashida et al., 2003), che deve essere
somministrato entro poche ore dall'inizio dell'igchia in strutture ospedaliere attrezzate.
Sfortunatamente, meno del 5% dei pazienti col@gtisthemia ha la possibilita di ricevere un
trattamento con rtPA a causa della ristretta fraetgmporale (intervallo di tempo entro cui é
possibile intervenire farmacologicamente) e a calisdire complicanze associate allo stesso
ictus. Inoltre, anche in presenza di una trombdafficace, la maggior parte dei pazienti
sviluppera deficit neurologici e sara esposta adalim rischio di emorragia intracerebrale
(Hacle et al., 2008). Cio sottolinea I'esigenzandiividuare nuove terapie efficaci capaci di

interferire con i meccanismi principali coinvolteindanno cerebrale. L’ischemia cerebrale e
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uno stato patologico caratterizzato da una dimoneidel flusso sanguigno cerebrale tale da
non poter piu soddisfare la domanda metabolicatetsduto.Fra le cause piu comuni vi €
I'ostruzione di un’arteria cerebrale che puo esslterminata da diversi meccanismi, come
ad esempio la trombosi o la formazione di emboli.

La trombosi e caratterizzata da una coagulaziongaviascolare localizzata,
generalmente secondaria all’aterosclerosi, per stuproduce una stenosi arteriosa con
progressivo restringimento del lume vasale. La #mone di trombi interessa piu
comunemente la biforcazione carotidea, l'origindl’'aiteria cerebrale media o i rami
terminali dell’arteria basilare. La trombosi cer@bre spesso preceduta dai cosiddetti attacchi
ischemici transitori (TIA), che consistono nellanitiuzione momentanea dell’irrorazione
sanguigna del tessuto cerebrale.

L’embolia € una patologia vascolare occlusiva chdifferenzia dalla trombosi in
quanto l'ostruzione vasale é di tipo distale rigpetl’origine del’embolo. | trombi cardiaci
conseguenti a infarto del miocardio, malattia viwe o fibrillazione atriale sono fra le
sorgenti piu comuni di emboli, come anche la framtazone delle placche ateromasiche
carotidee (tromboembolismi). | coaguli si distaczadalle sedi di origine e vengono
trasportati dal flusso sanguigno nei vasi cerebr@li emboli generano poi un tipico
fenomeno trombotico-occlusivo andandosi a incuneli@tezza delle ramificazioni dei vasi
o in aree di pregressa stenosi luminale. La regthnascolarizzazione dell’arteria cerebrale
media, diretta estensione dell’arteria carotidéarima, € la piu frequentemente interessata da

infarti embolici, I'incidenza dei quali e praticante uguale nei due emisferi.
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Il sangue e condotto al cervello dalle due arteaeotidi interne e dal sistema
vertebro-basilare. Queste arterie confluisconocireblo di Willis, il quale si trova alla base
del cranio e garantisce una continua e corretfaigiene cerebrale.

In funzione della diversa fisiopatologia & possilaistinguere due tipi di ischemia cerebrale:

1. lischemia globale, determinata dall’arresto conple transitorio dell’apporto

sanguigno all’interno del cervello;

2. lischemia focale, causata dalla diminuzione dekd$lbo ematico in una regione

limitata del tessuto nervoso, riferita alla solaaali competenza del vaso occluso.
Nell’area ischemica si distinguono due zonecate e la penombra. Il primo e il
nucleo dell'ischemia focale caratterizzato da urestita riduzione (85-90%) del
flusso ematico e da una rapida insorgenza dellaent®ile cellule neuronali. Nel
caso in cui il flusso non viene ripristinato in tempo breve, a seconda della zona
colpita, si pud avere un danno irreversibile. Laxgmbra, invece, € un’area
intermedia posta tra dore e le regioni del cervello perfuse normalmente;unla
riduzione del flusso ematico non supera il 60-65%zig alla presenza di circoli
collaterali. Nella penombra il danno cellulare gilugppa lentamente, rendendo |l

tessuto piu facilmente recuperabile mediante tregtdo farmacologico.

1.1.2 — Modelli sperimentali di ischemia cerebrale

Lo sviluppo di numerosi modelli sperimentali di hemia cerebrale focale ha
consentito, negli ultimi venti anni, di migliorada conoscenza sulla fisiopatologia dei

meccanismi alla base del processo ischemico.
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Modelli di ischemia cerebrale globale

Uno dei primi modelli utilizzati per indurre nellianale un’ischemia di tipo globale e
la decapitazione. Questa tecnica € stata utilizeadéti anni addietro per lo studio dei
meccanismi biochimici ed pathwaysmolecolari alla base del processo di danno isct@mi

(Abe et al., 1983; Ikeda et al., 1986).

L'uso della “Neck tourniquet” si e protratto peplt anni (Siemkowicz & Gjedde 1980), ma
a causa di una serie di fattori di complicazioneme la congestione delle vene e la

compressione del nervo vago, determinava un’elaxaiabilita di risultati.

La fibrillazione ventricolare € un‘altra tecnicalinzata per indurre negli animali da
laboratorio un’ischemia cerebrale globale complgémeralmente nel tentativo di mimare una
situazione clinica di arresto cardiaco (Berkowitzak, 1991; Dean et al., 1987; Eleff et al.,

1991; Koehler et al., 1983; Michael et al 1984 a8&t al., 1976).

Nel 1979 Pulsinelli e Brierley svilupparono neitratn modello d’ischemia globale
reversibile, attraverso I'occlusione di quattroi@sVO), ovvero le arterie carotidi comuni e
le arterie vertebrali. Questa tecnica e efficadeb0e70% degli animali operati, anche se gli
effetti dellischemia sul cervello sono piuttostariabili, a causa della presenza di
microcircolazioni collaterali (Pulsinelli & Buchah988). In alternativa alla 4-VO, Eklof e
Siesjo 1972 (a, b), idearono un modello d’'ischeceigbrale globale reversibile, che prevede
I'occlusione bilaterale delle arterie carotidi camuCon questa metodica si puo ottenere una
riduzione completa del flusso sanguigno cerebralegarbillo (Crockard et al., 1980; Kirino

et al., 1982; Osbourne & Halsey, 1975), poichédgmtteristica anatomica di questa specie
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animale e quella di avere un poligono di Willis angpleto per mancanza delle arterie

comunicanti posteriori (Levine & Sohn 1969).

Modelli di ischemia cerebrale focale

La maggior parte dei modelli d’ischemia cerebraleafe prevede l'occlusione di uno dei
maggiori vasi sanguigni cerebrali, I'arteria cesdbmmedia (MCA), in piccoli animali (Garcia
et al., 1984; Hossmann et al., 1991) o in animiajjrdssa taglia (Bose et al., 1984; Symon et
al., 1975). L'occlusione della MCA (MCAO0) determiferiduzione del flusso cerebrale nello
striato e nella corteccia, inoltre, il grado e latiibuzione della riduzione del flusso dipende
dalla durata dell’occlusione, dal sito dell'occluse lungo I'MCA e dalla quantita di vasi
sanguigni collaterali. L’'occlusione prossimale stdie della MCA puo0 essere permanente o
transitoria. Tamura et al., (1981) idearono un rioddi MCAo permanente nei ratti,
attraverso una craniotomia subtemporale. Questoelieodietermina un infarto cerebrale
nell'area della corteccia e del caudatoputamen.eBeoh et al., (1986) modificarono la
tecnica descritta da Tamura, dimostrando comedl wieciso dell’'occlusione e I'estensione
della MCA, potrebbero influenzare i risultati nelogici e neuropatologici. Un’altra
variazione di questo modello prevede, oltre allloswne del’MCA, il blocco dell’arteria
carotide comune ipsilaterale (Chan et al., 1993)cdlusione della MCA e stata condotta sia
mediante elettrocoagulazione (Mohamed et al., 198kagi et al., 1995; Tamura et al., 1981
a; Tyson et al.,1984), sia tramite l'utilizzo di todiche fotochimiche, ma entrambe le
tecniche non consentono di effettuare la riperfusialel tessuto. In alternativa € stato
proposto un metodo che determina la formazione ndbadi, mediante linserimento di

frammenti simili a coaguli di sangue all'internolldecarotidi (Kaneko et al., 1985; Kudo et
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al., 1982; Clark et al., 1991; De Ley et al., 1988 yer et al., 1962), ma il principale
svantaggio di questa tecnica risiede nella sc@psaducibilita dell’area di infarto. Infine, un
modello semplice e relativamente non invasivo di Ad8Csi basa sull'introduzione di un
filamento di nylon nell’arteria carotide internadi a bloccare I'origine dell’arteria cerebrale
media (Koizumi et al., 1986; Longa et al., 198%. possibilita di realizzare questo modello
anche nel topo (Dalkara et al., 1995; Hattori et2000) ha consentito e consente, mediante
'impiego di animali transgenici, di studiare il ingolgimento di specifici geni nel
danno/neuroprotezione (Chan et al., 1993; Eliagsal., 1997; Huang et al., 1994; ladecola
et al., 2001a, b; Yang et al., 1994). In questo elloda riperfusione puo essere facilmente

eseguita estraendo lentamente il filamento.

1.1.3 — Meccanismi di danno neuronale

| principali meccanismi cellulari e molecolari abase del danno da ischemia, dovuti
ad una riduzione transitoria o permanente del dlsssiguigno cerebrale, possono essere cosi
schematizzati:
» Disfunzioni energetiche e metaboliche
* Glutammato ed eccitotossicita
» Tossicita mitocondriale calcio-mediata e radicalefi

* Morte cellulare
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Disfunzioni energetiche e metaboliche

La produzione di energia nel tessuto cerebraleemeviesclusivamente attraverso |l
consumo di ossigeno e glucosio, quindi dipende nesslenente dai processi della
fosforilazione ossidativa. Durante linsulto ischiem si ha una riduzione dell’apporto di
questi substrati metabolici al tessuto con la cgusete caduta dei livelli energetici di
adenosina 3-fosfato (ATP) nelle cellule nervos@iam, 1999; Folbergova et al., 1992; Sun et
al., 1995). Inoltre, la diminuzione dei livelli dlucosio ed ossigeno, che implica un aumento
della glicolisi anaerobica, determina anche un stdraento del pH per la produzione di
acido lattico. Queste condizioni non permettone akllule nervose di mantenere la loro
integrita osmotica.

La diminuzione dei livelli di ATP determina:

1. una ridotta funzionalita delle pompe, in particeladella N&/K* ATPasi e,
conseguentemente, dello scambiatoré*B&’, fondamentali nel preservare le
concentrazioni ioniche intra- ed extracellulariengli garantire il mantenimento
del potenziale di membrana (Bonvento et al., 2002);

2. una ridotta funzionalita dei neurotrasportatornt@mbrana indispensabili per la

ricaptazione dei neurotrasmettitori.

Glutammato ed eccitotossicita

Durante il fenomeno ischemico si ha una diminuradpzione di ATP necessaria per

il corretto funzionamento della pompa™&" ATPasi, il potassio si accumula nello spazio
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extracellulare e il gradiente del sodio, che guidassorbimento del glutammato, si
riduce comportando un accumulo di tale amminoacielto spazio sinaptico (Attwell et al.,
1993; Madl & Burgesser, 1993; Rossi et al., 20Q@).ridotta ricaptazione di glutammato
associata al danno ischemico e evidente non soloaugoni, ma anche negli astrociti che
svolgono un ruolo importante nel controllo dellencentrazioni extracellulari di questo
amminoacido eccitatorio (Rossi et al., 2000). L'ambo del calcio intracellulare conseguente
all'iperstimolazione dei recettori del glutammato tipo N-metil-D-aspartato (NMDA),
assume un ruolo fondamentale nell'insorgenza dehalaschemico (Silver & Erecinska,
1992). Oltre che attraverso I'attivazione dei rem@tNMDA, I'aumento di calcio e dovuto
all'apertura di canali al Gavoltaggio-dipendenti di tipo L, alla stimolaziomt recettori
metabotropici (MGIUR), all'inversione dello scantbi@ N&/C&"* e al rilascio di calcio dai
depositi intracellulari (Chen et al., 1997; Garetaal., 2001; Limbrick et al., 2001; Wang et
al., 2002).

Le proteinescaffold homer rivestono un ruolo fondamentale nella regjofee dei
segnali intracellulari a livello delle sinapsi glaimatergiche. In particolare e stato dimostrato
che tali molecole interagiscono con altre protaicaffold(Shank e PSD-95) regolando cosi il
traffico intracellulare ed il posizionamento deicetori sulla membrana plasmatica, la
struttura del citoscheletro, il rilascio di calcibrimodellamento dei dendriti e la distribuzione
ed il segnale dei recettori mGlu di classe |, NMBPAAMPA (Sala et al., 2001; Roche et al.,
1999; Govek et al., 2004; Lu et al., 2007).

| recettori mGlu sono accoppiati a proteine G e iarge la formazione dell’inositolo
3-fosfato (IR) attivano i recettori per B con conseguente aumento dei livelli citosolici di

calcio. La forma lunga di homer-1 (homer-1b/c)aatérso la formazione di dimeri permette il

10
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legame di mGIuR con i recettori persfcilitando cosi il meccanismo di rilascio del ¢alc
dai depositi intracellulari. La forma corta di ham@omer-1a) agisce come “dominante
negativo” non permettendo la formazione del congde®cettore mGlu-Einibendo cosi il
rilascio di calcio glutammato-dipendente (Tu et, &008; Kammermeier et al., 2000;
Kammermeier & Worley 2007; Kammermeier et al., 2008

Nell'insorgenza del danno neuronale, il calcio sieeun ruolo importante attraverso
I'attivazione di enzimi calcio-calmodulina dipendien come calpaine, fosfolipasi,
endonucleasi ed ossido nitrico (NO) sintasi (NQ3jn@agl et al., 1999).

Le calpaine degradano le proteine che legano iiactilla membrana plasmatica
causando la perdita dell’ancoraggio del citoscheldia fosfolipasi A2 aumenta l'idrolisi dei
fosfolipidi di membrana con conseguente rilasci@acldo arachidonico. Quest’ultimo forma
radicali liberi all'ossigeno (ROS) quando e sottsfpoall’attacco enzimatico ossidativo da
parte delle ciclossigenasi (COX) e delle lipossagenL’attivazione di enzimi endonucleasici
e responsabile della frammentazione del DNA oss&mai processi di morte cellulare. La
NOS aumenta i livelli di nitrossido, responsabiédla produzione di radicali liberi dell’azoto

altamente reattivi e tossici per le cellule (Koredal., 1997).

Tossicita mitocondriale calcio-mediata e radicalbéri

L’accumulo di calcio intracellulare, in seguito’@$ulto ischemico, determina gravi
alterazioni a livello mitocondriale, con abbattinm@ndel potenziale di membrana. Il
disaccoppiamento del trasporto di elettroni datisfdrilazione ossidativa causa l'inibizione
della sintesi di ATP e il rilascio di elettroni adta energia che portano alla formazione di

radicali liberi e rilascio del citocromo c¢ (Cyt-@al mitocondrio (Green & Reed, 1998).

11
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Nella cellula esistono una serie di sistemi di gzaine contro i radicali liberi: di
natura enzimatica, come la superossido dismutagjlutatione perossidasi e le catalasi, e di
tipo non enzimatico, chiamati anclseavengerscome il glutatione, I'acido ascorbico, il
betacarotene, ecc. In condizioni di stress ossioattome quello osservato nell'ischemia
cerebrale, questo sistema antiossidante endogema no grado di neutralizzare le specie
radicaliche. | radicali liberi dellazoto e le specreattive all’ossigeno reagiscono con
proteine, DNA e lipidi, alterando la normale funzéodi queste molecole e determinando la
conseguente perdita dell'integrita delle cellule.

Le proteine vengono spesso modificate a livelloadiidui tiolici ed idrossilici, che
potrebbero essere localizzati nel sito attivo deflalecola. A livello del DNA i radicali
interagiscono direttamente con la doppia elica ficadido il normale appaiamento delle basi
e causando, cosi, la rottura dell’elica. Nei lipidfine, i radicali interagiscono con il doppio

legame presente prevalentemente negli acidi gpadisisaturi dei fosfolipidi di membrana.

Morte cellulare

Le cellule del tessuto nervoso che sono compronissa’eccessiva attivazione dei
recettori del glutammato, da un aumento del catti@cellulare, dai radicali liberi e da un
danno a livello mitocondriale, potrebbero andam®imro a morte cellulare sia per necrosi che
per apoptosi. La decisione in parte dipende daltara, dall'intensita dello stimolo e dal tipo
di cellule (Dirnagl et al., 1999). Il principale ownismo di morte cellulare in seguito ad
ischemia cerebrale € la necrosi, soprattutto dldivael core, mentre a livello della zona di

penombra si osservano prevalentemente meccanisnonte apoptotica (Lipton 1999).
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La necrosi € caratterizzata da un rigonfiamentoptaismatico dovuto alla perdita
dell'integrita della membrana plasmatica, con laseguente degradazione del citoscheletro,
degli organelli e del nucleo. La cellula necrotitiascia tutto il contenuto intracellulare
nell’ambiente circostante instaurando cosi un @meeénfiammatorio.

Invece, I'apoptosi relativa all'alterazione dellantionalitd mitocondriale dovuta al
rilascio del Cyt-c e stata dimostrata nei neuroopal ischemia cerebrale focale (Green &
Reed, 1998). Il Cyt-c, rilasciato dai mitocondrn,lega ad Apaf-1 e a dATP; in seguito
interagisce con la pro-caspasi 9, formando un cesspl proteico chiamato apoptosoma.
Questo complesso attiva la pro-caspasi 9, la qualsua volta, cliva la pro-caspasi 3,
attivandola (Green & Reed 1998). Inizia, cosi,dsef effettrice del processo apoptotico, che si
conclude con la frammentazione del DNA ad operardendonucleasi e la degradazione

delle proteine intracellulari a causa dell’attiyi@teasica di enzimi attivati dalle caspasi.

1.1.4 — Ruolo della neuroinfiammazione nella fisiagologia dell’ischemia cerebrale

Per molti anni, il sistema nervoso centrale e statosiderato un tessuto immuno-
privilegiato, ovvero non suscettibile a processiaimmatori. Negli ultimi decenni &€ emerso
come nel cervello possano manifestarsi reaziomrnmiatorie in risposta a traumi, infezioni
o patologie neurodegenerative (Lucas et al., 2006).

Nell'ischemia cerebrale, la flogosi e caratteriazatll’accumulo di mediatori e di
cellule inflammatorie; infatti, dati clinici e sperentali hanno confermato che il cervello
risponde ad un insulto ischemico con un prolungatzesso infiammatorio caratterizzato da

una rapida attivazione di cellule residenti (astramicroglia), rilascio di mediatori chimici
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ed infiltrazione di cellule inflammatorie (neutrdpfilinfociti, monociti/macrofagi e cellule
dendritiche (Becker, 1998; Davies et al., 1998 étddeck, 1996; Morioka et al., 1993; Zhang
& Yenari, 2004).

Negli ultimi dieci anni, numerose evidenze speritaknhanno dimostrato che il
processo neuroinflammatorio oltre ad avere un teffelannoso per il cervello risulta
importantissimo per la fase di recupero e di ripemae del tessuto danneggiato (Ceulemans et

al., 2010).

Mediatori chimici della neuroinfliammazione

In condizioni basali, i diversi mediatori dell'iainmazione sono espressi in
concentrazioni molto basse nel sistema nervosoratentma la loro espressione aumenta
rapidamente in risposta ad un danno o ad un’infezio

In condizioni patologiche, come nell'ischemia ceedb, la microglia e gli astrociti si
attivano rapidamente. Nello stato attivo la micigproduce citochine, chemochine,
metalloproteasi, nitrossido, radicali liberi e ilinediatori tossici che contribuiscono ad
estendere il danno alle cellule vicine (Lakhan let 2009, Huang et al 2006, Wang et al.,
2007).

Le citochine stimolano I'espressione di chemochenmolecole di adesione, le quali
favoriscono I'adesione sull’endotelio vasale dellule infammatorie e la loro successiva
infiltrazione nel tessuto ischemico (Huang et 2006, Bajetto et al., 2001, Mennicken et al.,
1999). In patrticolare, in seguito ad ischemia, Siste ad un aumento della sintesi e del
rilascio delle citochine proinfiammatorie IBLil TNF-a, e IL-6 da parte della microglia

residente (Hossmann et al., 2006; Nilupul Pereraalet 2006; Lai & Todd, 2006).
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L’interleuchina-1 (IL-1) e tra le principali citogie proinfiammatorie coinvolte in numerose
condizioni patologiche come [Iischemia, I'epilessia altre malattie a carattere
neurodegenerativo. L’interleuchina-1 esiste in dsmforme IL-lo e IL-13 (Rothwell &
Luheshi, 2000). E stata, inoltre, identificata teza proteina appartenente a questa famiglia
anche se con funzioni diametralmente opposte,digortista competitivo del recettore per
I'IL-1 (IL-1ra), che blocca I'azione della citochanDinarello, 1998).

L’IL-1 a e I'IL-1B hanno un’elevata omologia nella loro sequenza aatidica, pur
essendo il prodotto di due geni differenti. Esseossintetizzate come precursori proteici, la
pro-IL1-0. € biologicamente attiva e viene clivata dalla asdp per formare la proteina
matura (Huising et al., 2004). Invece, la pro-It-€ biologicamente inattiva e, a seguito del
clivaggio della sua estremita ammino-terminale,Jud#go alla citochina matura. Uno degli
enzimi responsabili dell'attivazione della protei@da caspasi-1, un tetramero composto da
due subunita ad alto peso molecolare (20 KDa) @dugapiu piccole (10 KDa).

L’enzima e anche noto come “interleukin convertiegzyme” (ICE), per la sua
capacita di favorire la conversione della pro-R-fiella citochina matura biologicamente
attiva (Cerretti et al., 1992; Thornberry et a@92).

Diversi studi hanno dimostrato che l'll3Isvolge un ruolo cruciale nell'induzione e
nella progressione del danno cerebrale da ischeh@asomministrazione sistemica o
intracerebroventricolare del IL-1ra ricombinani@uce il danno ischemico di circa il 50% nel
ratto (Mulcahy et al., 2003; Yang et al.,1997).lirey nei topi in cui manca il gene per l'lL-
1ra si ha un aumento del 70% del volume di infadpetto agli animalwild-type (Pinteaux
et al., 2007). Anche la somministrazione di anpicanti-IL-1p e risultata neuroprotettiva nei

ratti. Infine, la somministrazione di inibitori pda caspasi-1 (Ac-YVAD.cmk), I'enzima
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fondamentale per il processo di maturazione dellpl.riduce il danno cerebrale prodotto da
ischemia focale permanente (Rabuffetti et al.,, 2000transitoria (Hara et al., 1997).
Similmente, in topiknockout per la caspasi-1 € stato dimostrato che tale enzém
fondamentale per lo sviluppo del danno ischemice{ander & Yuan, 1998; Schiellet al,
1998). Ad oggi non e comunque completamente chgeola neuroprotezione indotta
dall'inibizione della caspasi-1 sia mediata dall@uzione di IL-3 oppure dall'interazione
con altri processi di morte cellulare. Infatti, s@no studi che escludono il coinvolgimento
della caspasi-1 nelle fasi precoci del danno daeistga-riperfusione (Amantea et al., 2007).

Questo studio dimostra che nei ratti sottoposti M@Ao transitoria I'aumento
dell'espressione dell’lL{1 non e associato con 'aumento dell’attivita delispasi-1. Inoltre,
la produzione della citochina in seguito ad iscl&#nperfusione dipende dall’attivita delle
MMP. Infatti la somministrazione sistemica di unbitore delle MMP, GM6001, riduce il
processo di maturazione dell’'llBXAmantea et al., 2007).

Entrambe le forme dell’'IL-1 svolgono la loro azioattraverso il legame al recettore
di tipo 1 (IL-1R1), il quale, associato con unatpmea accessoria chiamata IL-1RAcP
(Receptor accessory protg¢inpromuove la formazione di un complesso di segnahe
intracellulare che porta all’attivazione di iKB dlaisi (IKK) e, di conseguenza, all’attivazione
delle vie di trasduzione deltaitogen-actived protein Kinas€éBIAPK). In particolare, e stato
dimostrato che linattivazione o la delezione dehg che sintetizza per il recettore IL-1R1
diminuisce il danno causato da ipossia/ischemieesgova le funzioni neurologiche (Basu et
al., 2002).

Inoltre, IKK & capace di attivare fattori trascamali quali NF-kB e AP-1 (Activator

protein 1) che promuovono la trascrizione di gawersi, come citochine infammatorie (IL-1
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e IL-6), chemochine (CXCL8, CCL2), molecole di ades endoteliale (E-selectine),
molecole di adesione intracellulare (ICAM1), enzighe producono molecole effettrici
(NOS, COX2), molecole costimolatorie che attivaagisposta immunitaria (CD80) e alcuni
tipi di metalloproteasi (Burns et al., 2003).

Un altro mediatore importante del processo infiatema associato all’ischemia e il TNF
(Tumour Necrosis Factar). | livelli di TNFo sono aumentati notevolmente nel cervello in
seguito ad ischemia, cquatternsdi espressione simili a quelli dell'ILBL Il TNFa aumenta
rapidamente in seguito ad un insulto ischemico (@&fiual.,, 1994; Murakami et al., 2005;
Offner et al., 2006). L’espressione del TdNE stata osservata inizialmente nei neuroni (Liu et
al., 1994), ma successivamente anche nella mierogkgli astrociti e nelle cellule del
sistema immunitario (Offner et al., 2006).

Tale citochina ha un duplice effetto sui neuronm& di tipo protettivo sia di tipo
dannoso, questo e dovuto alla presenza di duentilisticettori, p55 e p75. Entrambe le
isoforme recettoriali sono state rilevate nel sistenervoso centrale.

Infatti, I'inibizione del TNFa riduce il danno ischemico cerebrale (Yang et1#98),
mentre la somministrazione del TWFicombinante lo peggiora ulteriormente (Baronalet
1997). Tuttavia, il TNE, in alcune circostanze, protegge il cervello dadhemia, come
dimostrato in topiknockoutper i recettori del TN& nei quali si evidenzia un aumento
dell'infarto cerebrale (Bruce et al., 1996).

Infine, l'interleuchina 6 (IL-6) e una citochina ehsvolge diverse funzioni nel sistema
nervoso centrale, attraverso il suo recettore ILp6lR stimolare divergpathwaysmolecolari
che inducono l'attivazione di specifici geni (Varagbner & Benveniste, 1999). In condizioni

fisiologiche I'lL-6 € espressa nel cervello a bassmcentrazioni; in seguito a danno
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neuronale, i livelli della citochina aumentano molenente e questo permette all'lL-6 di
indurre la sintesi di altri mediatori inflammatodome I'lL-1, TNFu, prostaglandine (PG),
IFN-y e IL-4. Ma il ruolo dell'lL-6 come citochina pradiammatoria deve essere ancora
chiarito, infatti topiknockoutper I'lL-6 mostrano lo stesso volume di infartoglielli wild
type e questo suggerisce che essa non partecipa diegita alla patogenesi dell'ischemia
cerebrale (Clark et al., 2000).

Le chemochine sono una famiglia di piccoli polipéiptli 8-10 kDa il cui ruolo principale e
quello di regolare la migrazione dei leucociti iisposta ad uno stimolo infiammatorio
(Emsley & Tyrrell, 2002). Numerosi dati dimostraimbe in diversi modelli animali di
ischemia cerebrale focale si ha un aumento deléssjpone di differenti chemochine (MCP-1,
MIP-1a, CINC) in seguito ad un insulto ischemico (Menmicket al., 1999) e che la loro
inibizione oppure silenziamento genico riduce ilwoe di infarto cerebrale (Garau et al.,
2005).

Il processo di infiltrazione delle cellule inflamioae nel parenchima cerebrale in
seguito ad ischemia € mediato da differenti mokecbhladesione (Sughrue et al., 2004), fra
cui le selectine (P, E, L), la superfamiglia deftenunoglobuline (ICAM-1 e VCAM-1) e le
integrine (CD11 a-c) (DeGraba et al., 1998; Emsgleyyrrell, 2002). Differenti studi hanno
dimostrato che inibendo l'adesione dei leucocitieatiotelio vascolare si riduce il danno
neuronale ischemico (Clark et al., 1995 e 1997pltde, animaliknockout(KO) per le
molecole di adesione hanno un ridotto volume dariaf cerebrale in seguito ad insulto
ischemico (Connolly et al., 1997; Kitagawa et 8998, Soriano et al., 1999) (fig.1.1)

In numerose malattie neurodegenerative e nell'isthgele cellule attivate in seguito

ad un danno rilasciano anche delle citochine aatimhatorie come per esempio T@F-
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(Trasforming growth factop) e I'IL-10 che inibiscono I'espressione delle civne
proinflammatorie e diminuiscono l'inflammazione ¢aendo il processo di riparazione del
tessuto danneggiato (Wang et al., 2007; Vitkovial £t2001).

In realtd solo due dei cinque membri della famigliel TGFf sono importanti
nell'ischemia cerebrale il TGB1, prodotto prevalentemente dalla microglia e dacrofagi
anche se la sua espressione € rilevabile ancheeneoni e nei linfociti T (Vitkovic et al.,
2001, Liesz et al., 2009), ed il TGE-rilasciato prevalentemente dagli astrociti ergaironi
(Stoll et al., 2004). Queste molecole sono impartael controllo di diversi processi cellulari
in particolare la proliferazione, la differenziaaey I'apoptosi e la migrazione (Kim et al.,
1996; Zhu et al., 2000). Dopo l'ischemia, i TGER riducono l'attivazione microgliale,
diminuiscono I'espressione e l'efficacia di altiéochine, sopprimono il rilascio di radicali
liberi dell'ossigeno e dell'azoto, promuovono l'abgenesi nella penombra ischemica,
diminuiscono le dimensione delledema riducendaddi@nza dei neutrofili alle cellule
endoteliali (Pantoni et al., 1998, Pang et al., 1200

Infine, un'altra molecola antinflammatoria rilagaeiadalla microglia e dagli astrociti
attivati in seguito ad un insulto ischemico é I10; la quale inibisce la produzione e
I'espressione di citochine e dei loro recettori idinendo cosi lo stato inflammatorio. Infatti, e
stato dimostrato che la somministrazione dell'ILfiduce il danno dopo MCAo (Kadhim et

al., 2008; Vitkovic et al., 2001; Wang et al., 2D07
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Fig. 1.1 — Rappresentazione dell'occlusione di un’arteria cergrale da parte di un trombo e
dell’attivazione della cascata infiammatoria.L’aumento dell’espressione della P-selectina é&adel
selectina permette I'adesione e la diapedesi defrofdi. L'ischemia determina il rilascio di IL-1
dalla microglia, dagli astrociti e dai macrofadin®lando I'espressione delle ICAM sulla superficie
delle cellule endoteliali. I neutrofili aumentan@spressione delle integrine, Mac-1 e LFA-1 che
legandosi alle ICAM consentono l'infiltrazione duegte cellule nel parenchima cerebrale. (Huang et
al., 2006)

Alcuni mediatori che si liberano durante il proaegdgiammatorio, fra cui citochine e
chemochine, promuovono l'espressione e aumentattivita delle metalloproteasi della
matrice (MMP). Tali enzimi prodotti dalle celluleierogliali, dagli astrociti o dai leucociti
innescano una serie di reazioni che contribuiscaiteriormente ad esacerbare la cascata
neuroinfiammatoria (Yong, 2005). Diversi studi sadelli di ischemia cerebrale transitoria o
permanente hanno dimostrato il ruolo delle MMP Jedglelatinasi (MMP-2 e MMP-9) in
particolare, nel danno alla barriera emato-enazfalcontribuendo cosi in maniera

significativa alla formazione ed allo sviluppo dedlema cerebrale e di emorragie (Romanic
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et al., 1998; Rosenberg et dl998; Heo et al., 1999; Asahi et aR000). Il trattamento con
inibitori 0 anticorpi neutralizzanti le MMP detemai una diminuzione del volume di infarto e
previene la distruzione della barriera emato-enicafanei roditori, dopo occlusione
transitoria 0 permanente dell’arteria cerebraleim@@omanic et al., 1998; Asahi et al., 2000;
Gasche et al., 2001).

Inoltre, le MMP possono interagire direttamente Gattori di crescita, recettori per fattori di
crescita, chemochine, THFIL-1B, NO e radicali liberi dellossigeno, modulando elisi
fenomeni biologici che comprendono la neurotossicid sopravvivenza, la crescita o la
rigenerazione cellulare. Per esempio il TNFene sintetizzato sotto forma di precursore che
puo essere clivato e attivato dalle MMP (Yong, 200%vece, I'lL-13 puo essere sia attivata
che degradata dal taglio proteolitico di questirmnglito et al., 1996).

Il principale meccanismo di regolazione delle MMediato dagli inibitori tissutali
endogeni (TIMP), di cui se ne conoscono 4 tipi (PHE-4). Oltre alla loro azione di
regolazione dell'attivita delle MMP, i TIMP regolaraltri importanti meccanismi cellulari
come la proliferazione e I'apoptosi, ma anche pgsicdi angiogenesi e rimodellamento della
matrice extracellulare. Recenti lavori hanno déctiimportanza dei TIMP e delle MMP
nella regolazione della morte neuronale attravelsomodulazione dell’eccitotossicita
(Jourquin et al., 2003), dellattivita delle calpai(Copin et al., 2005), dell’'attivazione dei
recettori di morte (Wetzel et al., 2003), delladigponibilita dei fattori neurotrofici (Lee et
al., 2001) e della formazione di sostanze neurmioss(Gu et al., 2002). In particolare,
nell'ischemia cerebrale, le MMP sono coinvolte aetaturazione dell’'lL-1beta (Amantea et
al. 2007) e piu di recente € emerso che possorfeegrartecipare direttamente all’induzione

della morte neuronale attraverso la degradazioA&P-1 (Yang et al., 2010)
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Ruolo delle cellule infiammatorie

Il processo infiammatorio nellischemia cerebralepme dimostrano numerosi
esperimenti sia su modelli animali (Somera-Moling a., 2009) che su pazienti e
caratterizzato da una rapida attivazione dellaielesidenti (microglia ed astrociti) con una
successiva infiltrazione di cellule infliammatoriecolanti che includono neutrofili, linfociti
T, monociti/macrofagi ed altri tipi cellulari.

La microglia rappresenta il 5-20% delle celluleatjliotali rappresenta il tipo cellulare
principalmente coinvolto nella risposta immunitatil cervello (Zhang et al., 1997; Schubert
et al., 2000). Queste cellule, nella fase quies;estino caratterizzate da un piccolo soma e da
peduncoli che si dipartono dal corpo cellulare kr&annon 2009; Lai et al., 2006;
Neumann et al., 2006), una volta attivate assunum@omorfologia ameboide simile a quella
dei macrofagi (Wang et al., 2007; Lai et al., 20Bésu et al., 2002).

Evidenze sperimentali hanno dimostrato che la mgl@aesidente e attivata da una
serie di mediatori chimici rilasciati dalla necrosuronale (per esempio ATP). Infatti, dopo
I'insulto ischemico si ha un aumento dei livellitecellulare di ATP nel parenchima
cerebrale dovuto alla depolarizzazione neuronaleakal permeazione della membrana
plasmatica (Melani et al., 2005; Schock et al.,2Zurnstock et al., 2008). L'ATP viene
anche rilasciata dalle cellule endoteliali e dal&dlule infiltranti che invadono il tessuto
danneggiato. L'eccesso di ATP attiva i recettorKiP2resenti sulla microglia con ulteriore
rilascio di molecole proinfiammatorie (ladecola &vather del 2011) .

Queste cellule attivate rilasciano ROS, B-TNF-, IL-6 e MMP-9 potenziando la
risposta inflammatoria, aumentando [linfiltraziodé leucociti circolanti ed un maggiore

danno all'integrita della BEE (Christov et al., 200
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Dati recenti hanno dimostrato che durante lisclaehaittivazione della microglia puo
essere benefica (Gary et al., 1998; Bruce et 8861Sharp et al 2000; Kim et al., 1996). Il
possibile ruolo neuroprotettivo della microglia $#e essere dovuto alla capacita di tali
cellule di eliminare una serie di eccitotossindalapazio sinaptico e di fagocitare i neutrofili
circolanti (Rothwell et al., 2000). Queste celltlasciano anche una serie di molecole (fattori
di crescita, neurotrofine, TGFt) che facilitano il processo di recupero del tessschemico
danneggiato promuovendo la sopravvivenza dellelleeiervose (Gary et al., 1998; Bruce et
al., 1996; Sharp et al 2000; Kim et al., 1996).

Le altre cellule della glia attivate dopo insultechemico sono gli astrociti, che
svolgono attivita di sostegno e di regolazionesiltema nervoso centrale. L'attivazione degli
astrociti prende il nome di astrogliosi, durantegleale abbiamo il rilascio di una serie di
molecole proinfiammatorie (ROS, proteasi, NOS) pb&nziano la risposta flogistica causata
dall'ischemia (Kaushal & Schlichter, 2008; Denesakt 2007, 2009; Weston et al., 2007,
Ekdahl et al. 2009).

Recenti studi hanno dimostrato che gli astrocitivascolari rappresentano il primo
elemento cellulare a rispondere all’ischemia. Quesllule riescono a modulare il flusso
ematico cerebrale locale e addirittura, durant@de precoci, tentano di recuperare il tessuto.
Infatti, gli astrociti perivascolari sono in diretcontatto, mediante i lori processi, con le
cellule endoteliali, i periciti che ricoprono lapgrficie dei vasi ed i neuroni. Queste cellule
possono regolare il flusso ed il diamentro dei vasdiante il rilascio di specifici mediatori
chimici come le prostaglandine (PGE), il nitross{#{®) I'acido arachidonico (AA) ed ATP
(Zierath et al., 2010; Pradillo et al., 2005) eposdere cosi allesigenze metaboliche del

tessuto nervoso.
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L’astrogliosi inizia 10 minuti dopo l'occlusione ltlarteria e dura fino a 4 giorni
dall'insulto (Zhu et al., 2000). Come vedremo sssogmente, queste cellule partecipano
anche al rilascio di molecole che aiutano il preoedi recupero del tessuto danneggiato e
contribuiscono alla sopravvivenza neuronale (Nowiek al., 2008; Petty & Lo 2002). Dopo
I'attivazione delle cellule della glia, durantefdnomeno ischemico si verifica un’ intensa
infiltrazione di leucociti in particolare di neufilg macrofagi e linfociti T. Nel processo
ischemico transitorio i neutrofili raggiungono dssuto ischemico dopo 5 h di riperfusione
(Nilupul Perera et al., 2006), mentre nellMCAo panente si ha un picco a 12 h dall’insulto
ischemico (Kim et al., 1996).

Queste cellule attraversano I'endotelio vasale arddile molecole di adesione ed un
cambiamento repentino della loro morfologia (alteyai citoscheletriche) con la conseguente
diapedesi finale (Huang et al., 2006). Una voltggnanto il sito dell'infiammazione
rilasciano una serie di mediatori tra cui citochinMP e proteasi che potenziano la risposta
inflammatoria (Huang et al., 2006; Bajetto et 2001). Inoltre il rilascio di queste molecole,
in particolare di enzimi proteolitici, potenziadénno alla BEE e contribuisce alla formazione
dell’edema post-ischemico. Infatti, l'inibizione Itattivita di questi enzimi migliora la
sopravvivenza neuronale in modelli sperimentalisdhemia cerebrale (Wang et al., 2007;
Beech et al., 2001)

L'utilizzo di specifici anticorpi contro le molea®ldi adesione (ICAM-1, P-selectina,
CD11b/CD18) diminuisce il volume di infarto cerelerda dimensione dell’edema e riduce il
deficit neurologico in modelli animali di ischemé@erebrale (Meisel et al., 2005; Kris &

Lalancette-Hebert, 2009; Candelario-Jalil et abQ2® Durukan et al., 2007; Kadhim et al
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2008, Barone et al., 1999; Chu et al., 2006; Swuglaual., 2004; Ginsberg et al., 2008;
Gregersen et al., 2000).

Infine, numerosi studi confermano che anche i GitfoT sono coinvolti nella
patogenesi dell’ischemia (Lambertsen et al., 20@8&tigrew et al., 2008; Clausen et al.,
2008). In particolare analisi citofluorometrichenha evidenziato un aumento di queste
cellule nel tessuto cerebrale dei topi ischemicpa® giorni dall'inizio dell’occlusione
del’lMCA (Clausen et al., 2008), anche se studiemtemente condotti su ratti hanno
dimostrato un aumento dell’infiltrazione di questdlule gia a 24 h dall'insulto potenziando
ulteriormente la risposta infiammatoria (Clark @t 2008; Brabers & Nottet 2006). E
interessante notare come la sottopopolazionereciti T regolatori € invece coinvolta nelle
fasi riparative del danno ischemico (Liesz et2009).

L’attivazione della risposta inflammatoria sia llecahe sistemica e pertanto cruciale
nell’evoluzione del danno cerebrale ischemico. Ligrio che si instaura fra i vari mediatori
solubili e cellulari € fondamentale sia per l'induze di risposte dannose, ma anche per lo

sviluppo della fase risolutiva e di quella ripavattardiva.
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1.2 RUOLO DELL'ASTROGLIA NELLA NEUROPROTEZIONE

1.2.1 - Morfologia e struttura degli astrociti

Gli astrociti sono un’importante classe di cellulatate di prolungamenti lunghi e
sottili che si irradiano dal corpo cellulare inteute direzioni. In base alla loro morfologia
queste cellule si differenziano in astrociti fidro®rmati da un numero ridotto di processi
lunghi e molto estesi, e astrociti protoplasmateaiatterizzati invece da un’elevata quantita
di processi piccoli che si dipartono dal soma ¢atki(Panickar & Norenberg, 2005).

Gli astrociti fibrosi si trovano prevalentementelamesostanza grigia, mentre quelli
protoplasmatici sono localizzati nella sostanzandaadel cervello. Gli astrociti contengono
una serie di filamenti proteici citoplasmatici (200 A) in particolare la proteina GFAP (glial
fibrillary acidic protein) (Bignami et al., 1972)ng et al., 1972, 2000), che insieme ad altre
proteine formano la struttura citoscheletrica desfe cellule.

Li ha descritti per la prima volta Rudolf Virchowel 1946, e da allora, per piu di un
secolo, sono stati considerati quasi esclusivamaetaenti di sostegno, come un’impalcatura
tridimensionale che accoglie i neuroni. Le ricerdwndotte negli ultimi decenni hanno
clamorosamente smentito questa visione riduttivalutando il ruolo essenziale che queste
cellule ricoprono nel funzionamento del cervello.

Gli astrociti sono cellule territoriali ed i lororgressi si estendono alle cellule
adiacenti formando dei veri e propri domini di finee anatomiche organizzate, (Halassa et
al., 2007; Oberheim et al., 2009; Nedergaard e80D3), le quali sono interconnesse tra di

loro mediante lgapjunctionsa formare una rete sinciziale (Rouach et al., 2004
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Bushong et al., (2002) hanno calcolato che la $gpeoccupata da un astrocita e di
circa 66.000um>; mettendo in relazione il loro studio con quellokdrov et al. (1999) é
emerso che un singolo astrocita puo entrare inattancon circa 140.000 sinapsi, illustrando
cosi la straordinaria capacita di queste cellulmadulare I'attivita neuronale. Da un punto di
vista anatomico, i prolungamenti astrocitari separéisicamente le cellule nervose dalla
parete dei vasi sanguigni, ricoprendo quest’ultcoa espansioni a forma di pedicelli (Kacem
et al., 1998; ladecola & Nedergaard, 2007); in tuesodo contribuiscono alla formazione
della BEE, che seleziona le sostanze autorizzat@saare dal sangue al cervello. | processi
astrocitari si estendono fino a raggiungere le p8nadove, gli unici spazi lasciati liberi
dall'avvolgimento astrocitario sono quelli relatiai contatti sinaptici, in modo che le
molecole di neurotrasmettotori possano agire $ehetiente su porzioni limitate della
membrana cellulare. Gli astrociti esprimono sulbaol superficie un elevato numero di
recettori per neurotrasmettitori, citochine e fatth crescita, ma anche trasportatori e canali
ionici (Gadea & Lopez-Colome, 2001; Danbolt et a001; Huszti et al., 1998; Porter &
McCarthy, 1997; Verkhratsky et al., 2000; Johnlgt2903; Kacem et al., 1998).

Quindi, queste cellule sono capaci di rispondergaai neurotrasmettitori mediante
I'aumento di calcio intracellulare (€3, formando delle vere e proprie onde di'Cehe si
diffondono agli altri astrociti mediante la retenaeiale (Cornell-Bell et al., 1990; Wang et
al., 2006). Tale fenomeno oltre a portare modifmaizstrutturali e funzionali, a breve ed a
lungo termine, come modificazioni del citoscheletrdell’attivita enzimatica e del
differenziamento, permette il rilascio di una setienolecole dalle cellule (gliotrasmettitori)

come, per esempio, il glutammato, la D-serina €TPAche possono modulare I'attivita
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sinaptica e l'eccitabilita neuronale. Questo preoegiene oggi chiamato gliotrasmissione

(Bélanger et al., 2009).

1.2.2 - Biologia funzionale degli astrociti

Gli astrociti non si limitano solo a definire laayeetria con cui i neuroni devono
venire a contatto, ma risultano fondamentali anoké modulare lattivitd funzionale e
mantenere 'omeostasi delle cellule nervose (fig).ln particolare, gli astrociti esprimono
sui loro processi una serie di trasportatori pefi w&urotrasmettitori e neuromodulatori
incluso il glutammato, I'acidg-ammino butirrico (GABA), la glicina e l'istamind@dea et
al., 2001; Danbolt et al., 2001; Huszti et al., 8099

Tali trasportatori partecipano alla rapida rimozaondi questi neurotrasmettitori
rilasciati nello spazio sinaptico in modo da garania giusta funzionalitd neuronale.
Numerosi studi invitro ed invivo dimostrano che la regolazione dei livelli extradeli di
glutammato deve essere finemente regolata in madvitare fenomeni di eccitotossicita che
possono condurre le cellule a morte (Rosenberg Beinan, 1989; Selkirk et al., 2005;
Rothstein et al., 1993). Gli astrociti partecipattivamente alla ricaptazione del glutammato
esprimendo sui i loro processi trasportatori satipendenti ad elevata affinita come GLT-1,
GLAST, EAACL1 e EAAT4 (Danbolt et al., 2001)

Queste cellule oltre a garantire il normale funaimento delle sinapsi mediante la
rimozione ed il rilascio di molecole biologicamerstitive partecipano anche all’eliminazione
degli ioni in eccesso, in particolare potassid)(Knediante canali selettivi e all’azione della

pompa N&K® ATPasi (Kofuji & Newman 2004; D’Ambrosio et al.,082). Gli ioni
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potrebbero accumularsi negli spazi intercellulanne conseguenza dell’attivita elettrica dei
neuroni e potrebbero risultare potenzialmente ¢opsir i neuroni stessi, alterando il normale
potenziale di membrana (Walz et al., 2000). Glraxsti sono collegati fra loro tramite i
canali microscopici dellgap junctionsche formano una rete sinciziale e permettono di
diluire gli ioni che vengono captati dal’ambienggtracellulare. Il suddetto meccanismo
viene definito‘spatial buffering” (Holthoff et al., 2000; D’Ambrosio et al., 2002).

Un'altra importante funzione degli astrociti € daeli riserva di glucosio sotto forma
di glicogeno. Infatti, il glicogeno nel sistema weso centrale &€ conservato solo negli astrociti
come riserva energetica per i neuroni stessi (Miagis 2008; Sokoloff et al., 1999; Drake et
al., 2007). Anche se e stato dimostrato che anokearioni possiedono gli enzimi per la sintesi
del glicogeno, la loro attivita e repressa (Vilchet al., 2007) perché il glicogeno é
potenzialmente tossico per queste cellule (Swaasah, 1992; Brown et al., 2003).

Negli astrociti il glicogeno viene rapidamente rgBO in risposta ad un’attivita
neuronale e viene rilasciato nello spazio extrata# sotto forma di lattato, il quale puo
essere utilizzato dagli stessi neuroni per la pramhe di energia (Brown et al., 2003, 2005,
2007).

Queste cellule nervose sono molto importanti pemantenimento del pH nel
microambiente cerebrale (Deitmer et al.,, 1996 e22@bara et al., 2008) e quindi per
garantire una serie di processi come il metabolismargetico, la conduttanza di membrana e
I'eccitabilita neuronale (Deitmer et al., 1996; @dbat al., 2008).

Infine, gli astrociti rivestono un ruolo fondamedetanella protezione dei neuroni
contro lo stress ossidativo mediante l'elevata promhe di molecole antiossidanti

(glutatione, ascorbato, vitamina E) e di enzimi etevata attivita antiossidante (glutatione s-
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transferasi, glutatione perossidasi e catalasi)lSaMi et al., 1997; Desagher et al., 1996;

Makar et al., 1994; Huang & Philbert, 1995; Bolaebsl., 1995).

Neurons Astrocytes Capillary

= COz + H0

CA

MCT1

Pyre——m— Lauc.—'1C ‘Lac._/ e Lac —|

Gln Gln

l

Fig. 1.2 —Rappresentazione schematica dei meccanismi principali regolazione dell’omeostasi
cerebrale da parte degli astrociti.Nel box rosaé rappresentato il ciclo glutammato-glutammina e |
presenza di trasportatori EAATs per il glutammatsponsabili della ricaptazione di questo
neurotrasportatore.

Il Box blurappresenta il ciclo del lattato che viene pramlo#gli astrociti a partire dal glucosio e poi
viene rilasciato nello spazio sinaptico e ricaptdoneuroni mediante i trasportatori monocarbassil
(MCT-1 e MCT-2).

Il Box giallomostra come gli astrociti possono modulare il petliante la conversione della €D
ioni H" e HCQ attraverso I'enzima anidrasi carbonica (CA).

Il Box arancioneevidenzia che gli astrociti rimuovono I'eccessgdiassionodulando I'eccitabilita
neuronale. IBox verdaappresenta il metabolismo del glutatione (BeladgMagistretti 2009)
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1.2.3 - Ruolo deqli astrociti reattivi nella neuraifiammazione e nella patogenesi

dell'ischemia cerebrale

Oltre ad espletare funzioni fisiologiche, cioé resagie al normale funzionamento del
sistema nervoso centrale, gli astrociti si attivanohe quando si verifica una lesione.

In caso di trauma, ischemia ed in alcune patolagiarodegenerative (Sofroniew,
2005), alcuni astrociti mostrano un’alterata esyicg®e genica, ipertrofia e proliferazione
(Ridet et al., 1997). Inoltre tali cellule moddito la loro struttura citoscheletrica, aumentano
la sintesi di molecole come GFAP, vimentina e mas{Petito et al., 1990; Schmidt-Kastner
et al., 1990). Questo processo viene oggi defeotoil nome di gliosi reattiva.

Gli astrociti attivati rilasciano una serie di mari chimici come citochine, chemochine,
ROS e fattori di crescita che contribuiscono a poBre la risposta inflammatoria ed
eventuali processi riparativi (Farina et al., 208@froniew et al., 2005). Inoltre queste cellule
circondano I'area lesionata mediante un fenomerman@to “cicatrice gliale” che in passato
veniva considerata dannosa poiché non permettévbadi stanze trofiche e la rigenerazione
di nuovi prolungamenti nervosi che vanno a sosétgjuelli danneggiati (Sofroniew et al.,
2005). Al contrario, mediante tecniche di genetizaecolare e stato possibile dimostrare che
la diminuita proliferazione di astrociti reattivopia alla mancata formazione della cicatrice
gliale e ad un aumento del danno tissutale assoattun aumento di cellule infammatorie
infiltranti con successiva perdita della capacitgemerativa della BEE e di attivare la
riparazione dei tessuti danneggiati (Sofroniewl.e2805).

Durante un insulto ischemico, gli astrociti attivatasciano una serie di molecole
come IL-BB, il TNFa, IL-6, IL-10 e TGFB che, come abbiamo visto gia precedentemente,

possono avere un duplice ruolo, sia di tipo danmudenziando la risposta infammatoria e
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I'inflitrazione di leucociti, sia di riparazione @otezione del tessuto danneggiato (Sofroniew
et al., 2005). Infatti, gli astrociti partecipano maniera evidente alla riparazione ed alla
protezione del tessuto in seguito ad un danno media ricaptazione del glutammato, il
rilascio di fattori trofici, I'eliminazione dei RO8 partecipano insieme alle cellule endoteliali
all'integrita della BEE.

Inoltre, diversi studi recenti hanno dimostrato ameitro gli astrociti sono capaci di
inattivare la microglia mediante il rilascio del F@ esercitando quindi un controllo a
feedbacknegativo su queste cellule (Hailer et al., 2001 ket al., 2006). Nonostante tutta
questa complessa serie di eventi, I'astroglioditireaé un processo cellulare ben conservato,
ma la sua funzione ancora non e stata ben carat@éai Numerose evidenze sperimentali
hanno dimostrato che gli astrociti, grazie alleolaapacita di produzione di fattori trofici,
regolazione del metabolismo energetico, dellomesistionica, della neurogenesi e
dell’angiogenesi, hanno un ruolo importantissimtansopatologia dell’ischemia cerebrale
(Nedergaard & Dirnagl 2005).

Durante lischemia cerebrale focale €& stato dinadstrche nella zona detore
ischemico si ha un’elevata mortalita cellulare, treemella penombra gli astrociti sembrano
essere piu resistenti dei neuroni alla diminuziameossigeno (Chesler et al., 2005). La
sopravvivenza neuronale nella penombra ischemicaoréemente condizionata dal
funzionamento delle cellule astrocitarie (fig. 1.Bpltre, I'attivazione degli astrociti porta ad
un aumento dell'espressione di GFAP che sembraeawerruolo importante nel processo
ischemico. In particolare e stato dimostrato chg B8FAP knockout in un modello di
ischemia cerebrale transitoria hanno un maggiohenve di infarto corticale ed un’aumentata

pressione intracranica (Nawashiro et al., 20002200ruolo protettivo degli astrociti reattivi
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nello stroke e stato ben documentato da Li et @008). In condizioni ischemiche,

I'attivazione della via di trasduzione di STAT-3dghieastrociti € alla base degli effetti

neuroprotettivi delle citochine che agiscono sutettore gpl30, lo stesso meccanismo
molecolare utilizzato dal recettore della leptineRO(Baumann et al., 1996; Choi et al
2003Db;). Inoltre, nel preconditioning ischemico,hsi un’elevata attivazione del fattore di
trascrizione STAT-3 negli astrociti con effetti ledici sul danno ischemico (Kim et al.,

2004). 1 livelli fisiologici di STAT-3 negli astrott sono molto bassi ed aumentano solo
inseguito all’insorgenza di un processo infiammatopme avviene nello stroke (DiNapoli et
al., 2010).

In conclusione, in contrasto con quanto si pengay@assato, recenti dati sperimentali
hanno documentato un possibile ruolo neuroprotettlell’astrogliosi reattiva, la quale
contribuisce alla riparazione del tessuto dannégdiaberto et al., 2004; Sofroniew et al.,
2005; Chen et al., 2003; Dirnagl et al., 2005) chpacita di queste cellule nervose di reagire
in seguito ad un danno cerebrale e di attivare sarée di meccanismi per proteggere e
riparare il tessuto lesionato apre interessanthateper l'identificazione di nuoviargets

farmacologici.
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evolving infarct penumbra
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Fig 1.3 —Modello schematico del ruolo dell'astrocita nel dano ischemico La sopravvivenza
dei neuroni & fortemente condizionata dal corr&ttmionamento dell’astrocita nel recupero del
glutammato, nel controllo del’omeostasi ionical meetabolismo energetico e nel rilascio di
fattori trofici. (Needergard 2005)
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1.3 - EFFETTI BIOLOGICI DELLA LEPTINA

1.3.1 — Sintesi e funzioni della leptina

L’ormone leptina e stato originariamente scopebl®94 per la sua importanza nella
regolazione omeostatica del peso corporeo (Halkaak,€1995). Tale proteina di 16 kDa é
codificata dal geneb (obese), sintetizzata principalmente nel tessuipoad ed é stata
inizialmente collegata all’obesita per la sua c#padi regolare la massa corporea attraverso
I'inibizione dell’appetito (Halaas et al., 1996;/Rgmounter et al., 1995).

L’adipochina, dopo essere rilasciata dalle celldé tessuto adiposo nel sangue,
raggiunge facilmente il cervello superando la leaari ematoencefalica (BEE), fino a
concentrazioni pari a 7nM (12 ng/ml) nel liquidoat®o spinale (Kurrimbux et al 2004).
Nell'ipotalamo la leptina regola il consumo delleserve energetiche dell’'organismo
modulando il sistema neuroendocrino (Ahima et B996; Lord et al., 1998) (fig. 1.4).
Dunque, bassi livelli di leptina circolanti nel gaie aumentano I'appetito e diminuiscono

I'utilizzo delle riserve energetiche.

) ) Fig. 1.4- La leptina controlla le riserve
Hprotuslans . o arkicosinroidi energetiche dell'organismo mediante
e y I'ipotalamo ed il sistema neuroendo-
crescita «——@— (AW e . T
& ~o__ La produzione della leptina negli adipociti
) | | T Alimentazione é regolata da diversi indicatori dello stato
Kroceastzneborsl | nutrizionale dell'organismo come linsuli-
. sistema na, l'adrenalina, il glucagone ed ormoni
” immunitario dalle crescita. L'adipochina svolge le sue
T ¢ funzioni neuroendocrine mediante ['atti-
_ —— . vazione dei suoi recettori ObR presenti
el e ™ L‘ — (a::;:ﬂlna, nell'ipotalamo.
@\_ Sas glucagone, etc)
ADIPOCITA B8
/" Glucorticoidi ?
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Numerosi studi hanno dimostrato che I'incapacitparddurre leptina e la perdita della
funzionalita dei suoi recettori determina obesitéoeplicazioni metaboliche (Ceddia et al.,
2002) nei roditori. Inoltre, nei soggetti obesadmento della massa grassa € correlata con
'aumento dei livelli plasmatici della leptina (Cadine et al., 1996) ed allo sviluppo della
resistenza all'insulina (Tartaglia et al., 1995).

Oltre che nel tessuto adiposo, la leptina vienéeBazata anche in altri tessuti ed
organi. Questi includono la placenta e il feto (Hagl et al., 1997), il muscolo scheletrico
(Wang et al., 1998), il cuore (Purdham et al., 364 stomaco (Bado et al., 1998). Ci sono
diverse evidenze secondo cui la leptina viene tnzia nello stesso cervello. Infatti, nei
ratti, le regioni cerebrali che contengono eleligglli di recettori per la leptina presentano
nelle cellule neuronali anche 'mRNA della adipothie la stessa proteina (Maresh et al.,
2001). Rimane ancora da determinare se la leptiodotta nel cervello sia funzionalmente
indipendente da quella prodotta in periferia.

Oltre al suo ruolo nella regolazione dello statergetico e nell'assunzione di cibo,
questa proteina svolge numerosi altri effetti bjpdo significativi sulla riproduzione (Fujioka
et al., 1999), sulla termogenesi (Hwa et al., 1996)la plasticita sinaptica (Shanley et al.,
2001). In aggiunta, esperimenti uivo e in vitro evidenziano anche una potente attivita
angiogenica (Sierra-Honigmann et al., 1998). L'espione delle diverse isoforme dei
recettori della leptina (Ob-R) e stata descritt@anie regioni cerebrali extraipotalamiche, tra
cui la neocorteccia e l'ippocampo. Essa facilitmeccanismi di apprendimento e memoria
nell'ippocampo (Shanley et al., 2001; Li et al.02)) ed ha azione neurotrofica durante lo
sviluppo della corteccia cerebrale.

Recentemente, e stato dimostrato che questa adaolsh attivita neuroprotettiva ed
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antiapoptotica in diverse aree cerebrali rallenbacwsi i processi neurodegenerativi (Weng et
al., 2007; Zhang et al., 2007). Tali evidenze haposto le basi per un suo potenziale utilizzo

come trattamento terapeutico dell'ischemia cerebeali patologie neurodegenerative.

1.3.2 — Classificazione ed espressione dei recettella leptina

| recettori della leptina sono sintetizzati dal gelb (diabetes gene) identificato per la
prima volta mediante tecnica di clonaggio. Esistseoisoforme del recettore della leptina
(Ob-R, a-f), ottenuti mediante fenomenisgilicing alternativo, con identici domini di legame
per il ligando, ma che presentano diversi domiminpembrana ed intracellulari.

| recettori Ob fanno parte della classe | dellaestgmiglia dei recettori per le
citochine (Baumann et al., 1996). Essi hanno unatsta simile al recettore del G-CSF
(granulocyte colony-stimulating factor) e dei reget delle glicoproteine 130 (gp 130)
incluso gp 130, LIF (leukemia inhibitory factor) ed recettore dell'oncostatina
(oncostatinM). Le sei isoforme dei recettori Ob s@eneralmente classificate in tre gruppi
strutturali : forme corte (Ob-R a, c-d,f), lungl@@b-Rb) e solubili (Ob-Re). Oltre a presentare
identici domini extracellulari e transmembrana,ideforme lunga e corta condividono gli
stessi primi 29 aminoacidi intracellulari, sebbdaesequenza sia diversa in relazione allo
splicing alternativo degli esoni 3’, contenente“bax1”, ovvero un dominio di legame per la
famiglia delle janus tirosin chinasi (JAK). Il retme Ob-Rb, invece, contiene anche un sito
“box 2" ed un sito di legame per la famiglia dettdéai di trascrizione STAT (signal
transducers and activators of transcription). Lienfo corte sono meno implicate nei segnali

intracellulari attivati dalla leptina ma ricopronan ruolo importante nel passaggio
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dell'adipochina attraverso la barriera emato-eruefalnfatti, le forme corte Ob-Ra e Ob-Rc
sono abbondantemente espresse a livello dei mralella barriera emato-encefalica e
potrebbero essere coinvolte nel normale traspatia teptina (Tartaglia et al., 1995; Golden
et al., 1997; Bjorbaek et al., 1998b).

La forma solubile del recettore, Ob-Re, media ladlsponibilita della leptina in
generale (Tu et al., 2008). | recettori della legptsono stati individuati in molte regioni del
cervello (tab. 1), in particolare I'ipotalamo veal#, a livello del nucleo arcuato, presenta la
piu alta densita di recettori. L'elevato numeroqgdiesti recettori nel nucleo arcuato ben si
accorda con il ruolo funzionale della leptina nefteodulazione dell’assunzione del cibo
(Udagawa & Otani, 2007). Altre regioni in cui € e=gs0 il recettore OB sono la corteccia
piriforme, il talamo, il cervelletto, il mesenceadall'ippocampo, il tronco dell’encefalo e la
neocorteccia (Mutze et al., 2006). Nella neocorgeec nellippocampo, la leptina sembra
essere coinvolta nei processi di regolazione dadaticita neuronale (Oomura et al., 2006;
Harvey, 2007). Nuovi studi sono comunque necegsaricomprendere a pieno le funzioni
della leptina in altre aree cerebrali extra-ipatatzne e come vedremo piu avanti per poter

sfruttare al massimo le eventuali potenzialitagetdiche di questo ormone proteico.
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Tab. 1 — Classificazione e localizzazione delle fsame del recettore della leptina

nel cervello (Signore et al., 2008)

ObRa

ObRb

ObRc

ObRd

ObRe

ObRf

corta

lunga

corta

corta

solubile

corta

294

1162

892

01

805

896

BEE, plesso carotideo, corteccia

piriforme, talamo, ipotalamo,

corteccia insulare, cervelletto,

cellule granulari, Bass| livelli
nella corteccia cerebrale

Corteccia piriforme, talamo,
ipatalamo, ippocampoa,
substanzia nigra, corteccia
cerebrale, cellule granulari
cerebellari

BEE, plesso carotiden, cellule
granulari cerebellari

BEE, plesso carotiden

Secreta nel sangue

BEE, plesso carotiden, cellule
granulbari cerebellar

bassa

alta

bassa

bassa

frEssung

bassa

STAT3
MEK/ERK

STAT3
MEK/ERK
CREB
PI-3K

nassuna

Aessuna

nessuna

Trasporta lepting
nelle ceflala
endoteliali,
degradazione
leptina

Tutte le funzioni
principali delia
leptina

Trasporto leptina
nelle cellule
endateliall, altro?

Trasporto leptina
nelle cellule
endoteliali, altro?

Lega la leptina
circelante @ facilita
I} passaggio
attraverso la BEE

Trasporto leptina
nelle cellule
endatelall, altro?

1.3.3 — Meccanismi di trasduzione del segnale daiaettori della leptina

| segnali intracellulari dei recettori della lemirsono simili a quelli dei recettori di

classe | delle citochine (Bjorbaek et al., 1997)efa classe di recettori non possiede attivita

enzimatica intrinseca, percio ObR trasmette il aggmmediante la formazione di un

complesso citoplasmatico con i membri di alcunestir chinasi, le JAK (Janus Kinases) che

autofosforilano numerosi residui di tirosina sudattore.

La via JAK/STAT comprende una famiglia di quattn@gin chinasi non recettoriali
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(JAK) e sette fattori di trascrizione di 85-95 kO TAT), che sono regolati dalla
fosforilazione su specifici residui di serina @sima. Generalmente, la cascata di trasduzione
del segnale JAK/STAT e attivata da interferonigifguchine o altre citochine i cui recettori
mancano di attivita chinasica intrinseca. | regefper le citochine contengono un motivo
ricco in prolina nel “box1” necessario per l'inteiane e l'attivazione di JAK (lhle et al.,
1995). Inoltre, sequenze scarsamente conservdieitelébox2”, giocano anch’esse un ruolo
importante nell'interazione con JAK e nella seletéi delle diverse isoforme di STAT.

Il recettore Ob non ha un dominio intrinseco tinoshinasico, per cui recluta chinasi
citoplasmatiche, soprattutto JAK2, attraverso iimdiox1l e box2 (Ghilardi et al., 1997). Il
box1l e gli amminoacidi 31-36 del dominio intracklhe sono indispensabili per questa
attivazione, mentre gli amminoacidi 37-48 sembrassere coinvolti nellincremento del
segnale (Kloek et al., 2002).
| fattori di trascrizione STAT si legano con il cplasso Ob-R/JAK attraverso i domini SH2 e
SH3 e vengono attivati mediante fosforilazione pectici residui di tirosina. In seguito
all'attivazione, si dissociano dal complesso e famm nel citoplasma omodimeri o
eterodimeri traslocando nel nucleo, dove interagisccon specifiche sequenze di DNA e
promuovono la trascrizione genica (Darnell etE97).

Numerosi studi hanno dimostrato che la fosforilagidella tirosina 1138 (Y1138) sul
recettore Ob-Rb e fondamentale per 'attivazionefatéore di trascrizione STAT-3 (Stahl et
al., 1995). Inoltre, il legame del ligando con élcettore Ob-Rb attiva STAT-3, STAT-5 e
STAT-6 e non STAT-1, STAT-2 o STAT-4 (Ghilardi t1®96). Per I'attivazione di STAT-5
indotta dalla leptina € necessaria la fosforilagidei residui Tyr1077 o Tyr1138, invece per

STAT-1 e STAT-3 solo 'amminoacido Tyr1138, meniaefosforilazione della tirosina 985
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(Y985) é essenziale per l'attivazione della via /RafErk (extracellular signal-regulated
kinase). La fosforilazione di quest’ultimo residaea un sito di legame per il dominio C-
terminale SH2 della tirosin fosfatasi SHP-2 portandll'attivazione della cascata
p21Ras/ERK. Le tirosin chinasi attivano ERK attraversl@ateina adattatrice Gab-2 (Li &
Friedman, 1998), portando cosi all’attivazione idiedsi geni tra cuic-fosche promuovono il
differenziamento e la sopravvivenza cellulare (Baekal., 2000) (fig. 1.5).

La via JAK/STAT é posta sotto un controllo a feeth negativo da parte delle
proteine definite soppressori del segnale dellechine, SOCS (suppressor of cytokines
signaling). | membri della famiglia delle SOCS sondotti da diverse citochine che agiscono
come regolatori negativi del loro segnale. La Iegptinduce I'espressione di SOCS-3
(Munzberg& Myers, 2005) il quale determina I'inibizione delgsale bloccando il sito di
legame sulla Y985 del recettore della leptina stedsche se recenti studi hanno dimostrato
che l'espressione di alti livelli di SOCS-3 inibésdl segnale delle JAK in cellule che
esprimono recettori mutati sulla Y985, suggerendondj I'esistenza di meccanismi

molecolari alternativi (Bjorbaek et al., 2000).

41



CAPITOLO 1 Introduzione

LepRb

? N PI3K

@

ERK

———y @ SHP2 Activation

Jak2

Box 1/2

L J

Trr1g77®“_ z STAT5 Regulation of Gene

Expression
Tyr1138 \P)— i STAT3

Fig. 1.5 — Struttura ed attivazione del recettore della leptim Ob-Rb. Il legame della leptina al
recettore attiva la chinasi JAK2 legata nel domiBiox1 o Box 2 mediante fosforilazione della
Tyr985.

La Tyrl077 e Tyr1138 invece, presenti sulla poregi@itoplasmatica del recettore, sono dei siti di
legame per le proteine contenenti il dominio SHime i fattori di trascrizione STAT. pTyr985 attiva
ERK e la cascata del segnale delle MAPK (mitogetiveted protein kinase), pTyrl077 attiva
STAT-5 mentre pTyrl138 attiva sia STAT-3 che STAT&aumento dell’espressione di SOCS-3 ha
un controllo a feedback negativo sullo stesso teetRobertson et al., 2005).

42



CAPITOLO 1 Introduzione

La leptina conduce anche all’attivazione dethway della fosfatidil-inositolo-3
chinasi (P1-3K) molto probabilmente attraversoanosstalkcon il recettore dell’insulina (fig.
1.6). Infatti, i recettori della leptina oltre attigare le MAPK/ERK1/2 e JAK/STAT sono
capaci di interagire con i componenti del segnaléinisulina (Niswender et al., 2003, 2004).
Questocrosstalktra la leptina e l'insulina € anche dimostrato thto che i due ormoni
regolano le riserve energetiche dell'organismo asdunzione di cibo. Infatti, la
somministrazione intracerebroventricolare di insalnelle scimmie riduce il senso di appetito
ed il peso corporeo (Woods et al., 1979).

Le funzioni dell'insulina sono mediate da recettdii membrane che, attraverso
processo di fosforilazione, attivano delle moleatteplasmatiche, le IRS (insulin receptors
substrates), le quali a loro volta portano alketdione delle MAPK e di PI-3K.

| prodotti della PI-3K vanno ad attivare Akt (PKR)p'importante proteina coinvolta
nei processi di sopravvivenza cellulare e di mdisimm dei carboidrati (Chan et al., 1999).
Numerose evidenze sperimentali hanno dimostratdackapacita di Ob-R di attivare PI-3K
dipende dall'interazione con le proteine IRS. Qadtsrazione pud avvenire mediante le JAK
e solo in alcune tipi cellulari (Cohen et al., 198&oub et al., 2000) (fig.1.6).

Alcuni studi dimostrano che la leptina aumentavelli di fosforilazione di Akt, al
contrario altre evidenze sperimentali hanno coasgiathe questa adipochina non ha alcun
effetto sulla fosforilazione di PKB (Kim et al., @®; Sweeney et al., 2001). Tali osservazioni
suggeriscono che la capacita dell'adipochina dvat Akt dipende dai livelli citoplasmatici

di cAMP, ma soprattutto dipende dalle condiziorerapentali e dal tipo cellulare.
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Fig 1.6. —Crosstalktra il recettore della leptina ed il recettore dellinsulina. La leptina puo avere
un crosstalkdiretto con i recettori dell'insulina attraversattivazione di IRS1/2, mediato da JAK2,
e IRS-4 mediante un legame diretto sul residuo Y1@7recettore dell'insulina pud attivare a sua
volta una serie dpathwaysincluso MEK/ERK, GRB2 e PI3-K stimolando cosi lepsavvivenza
neuronale mediante I'aumento della fosforilazionAkt (Signore et al., 2008).

1.3.4 - Leptina e neuroprotezione

Recenti evidenze indicano che la leptina ha impartaffetti neuroprotettivi,
migliorando la sopravvivenza neuronalevimo ed invitro attraverso I'attivazione di diversi
pathwaysmolecolari.

Le prime evidenze che questo ormone potesse affeté peuroprotettivi sono stati
suggeriti dalla riduzione del peso del cervello,l dallentamento dei processi di

mielinizzazione e dalla ridotta maturazione deirnauin topi che esprimono i recettori della
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leptina mutati (Ahima et al., 1996).

Dicou et al., (2001) dimostrarono che la sommiaitne sistemica della leptina
riduce le lesioni corticali indotte dall’acido ilestico. Inoltre, tale ormone protegge i neuroni
corticali di topo in coltura dalla citotossicitarNetil-D-aspartato (NMDA)-mediata.

Russo et al., (2004), invece hanno dimostrato chestq proteina stimola la
proliferazione di cellule di neuroblastoma SH-SY%¥ riduce l'apoptosi causata da
deprivazione di serio. Alla base di tale meccanismi>-apoptotico c’e I'attivazione delle vie
JAK-STAT, PI-3K ed ERK attraverso una riduzioneldspressione della caspasi 10 e del
ligando inducente I'apoptosi correlato al TNF (TRAIRecenti lavori, su colture neuronali
ippocampali dimostrano che la leptina proteggeeléule contro la morte neuronale indotta
mediante deprivazione di fattori trofici e stressidativo (Guo et al., 2008). Tale protezione
viene revertita dagli inibitori di JAK/STAT e di 8K ma non da quelli per MEK.

E stata inoltre dimostrata una funzione protettiedia leptina nei confronti del danno
indotto da specifiche neurotossine; per esempibjsice la morte delle cellule SH-SY5Y
indotta da MPTP (1-metil-1,2,3,6-tetraidropiridir(@) et al., 2006).

Studi recenti hanno apportato nuove evidenze dincgolo neuroprotettivo di questa
molecolain vivo e nuovi spiragli sembrano aprirsi verso le sueeqmtli applicazioni
terapeutiche nei confronti di insulti neurotosgicieurodegenerativi.

Il ruolo neuroprotettivo della leptina sui neural@paminergici € stato documentato in
alcuni modelli sperimentali di Parkinson (Weng €t2807). Gli autori di questo studio
trovarono che la leptina diminuiva il danno provocdalla 6-idrossidopamina (6-OHDA) su
linee cellulari dopaminergiche di topo (MN9D) metm l'attivazione di ERK1/2. In

particolare, tale meccanismo si esplicava attravéedtivazione del fattore di trascrizione
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CREB (cAMP responsive element binding), il qualkeeste un ruolo fondamentale nella
rigenerazione neuronale. Infatti, la somministragiantracranica di leptina riduce la perdita
dei neuroni dopaminergici tirossina idrossilasiipas

Gli effetti neuroprotettivi delle leptina sono stanche documentati in modelli sperimentali di
ischemia cerebrale sia vitro chein vivo (Zhang et al., 2007).

| primi effetti protettivi di questa molecola coatt’eccitotossicita glutammatergica
furono osservati in neuroni di topo (Dicou et @&001). Fu dimostrato infatti che il
pretrattamento di colture primarie di neuroni ceptina per 20 ore protegge i neuroni dalla
morte cellulare indotta da NMDA, e l'inibitore diAB2, AG490, antagonizza gli effetti
neuroprotettivi dell’adipochina. Successive andisnno confermato che il pretrattamento di
neuroni ippocampali di ratto con leptina per 24 m&ementava il numero di neuroni che
sopravvivevano al trattamento con NMDA (Guo et2008).

In vivo, la neuroprotezione da leptina é stata osservaldferenti modelli animali di
ischemia cerebrale globale e focale. Infatti, lansonistrazione sistemica di questa
adipochina protegge i neuroni dei topi sottopodtoeclusione transitoria (Zhang et al., 2007)
o permanente (Valerio et al.,, 2009) dell'arteriaebeale media. Recentemente, e stato
dimostrato che l'ossido nitrico (NO) potrebbe peifiare attivamente alla neuroprotezione e
alla neurogenesi in modelli di ischemia cerebrake.leptina ha un importante ruolo nella
regolazione della produzione di NO (Fruhbek®99; Winters et al., 2000; Kimura et al.,
2000) che potrebbe spiegare in parte l'effetto optatettivo contro l'insulto ischemico
neuronale (Tsuda, 2009), anche se Zhang et a07{2&cludono che l'effetto neuroprotettivo
della leptina sia dovuto a possibili modificazie@nnodinamiche.

Infine, Zhang et al., (2007) dimostrarono in un eltxdi ischemia cerebrale globale
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che 'aumento della fosforilazione di Akt ed ERKi meuroni della CAl e alla base della

neuroprotezione.
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1.4 - RUOLO DI STAT3 E AKT NELLA SOPRAVVIVENZA NEUR ONALE

1.4.1 — Struttura, funzione e regolazione delle pteine STAT

| fattori di trasduzione del segnale e attivataila trascrizione (STAT) comprendono
una famiglia di fattori di trascrizione genica chediano una grande quantita di funzioni
biologiche.

Sono stati identificati, sia nel genoma umano cheguello di topo, sette membri di
questa famiglia, tutti codificati da differenti genpossono essere cosi differenziati: STAT-1,
STAT-2, STAT-3, STAT-4, STAT-5A, STAT-5B e STAT-&0ppeland et al., 1995).

Le proteine STAT sono lunghe catene proteiche tuitgtida 700-850 amminoacidi e
formate da diversi domini funzionali (fig.1.7); wWominio N-terminale, importante per la
dimerizzazione e la successiva attivazione (Chaktaket al., 1998); un dominio coiled-coll
necessario per I'interazione con altri fattorirdisicrizione e proteine regolatrici (Tanaka et al.,
2005); un dominio di legame per il DNA (escluso JF2); una regione linker che é
coinvolta nell’attivazione trascrizionale e neltémazione proteina-proteina (Pfitzner et al.,
1998); vicino a quest'ultima regione, si trova brdinio SH2 altamente conservato, che
permette l'associazione con il recettore ed infiabpbiamo anche un residuo di Serina
localizzato nel dominio di attivazione trascrizi@@rAD) (fig.1.7). Questo residuo potrebbe
essere molto importante per la soppressione dabseg quindi I'inibizione della trascrizione
genica (Kim & Maniatis, 1996; Suzuki et al., 20@ler-Lopez et al., 2004), ma ancora non
e chiaro quali chinasi siano coinvolte nel procedsdosforilazione di tale sito, molto

probabilmente alcune MAP chinasi.
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Questi domini di trans-attivazione permettono aildmiti fattori di trascrizione di

essere direttamente attivati da proteine come Akt & Cao, 2006) ed altre MAP chinasi.

pTyr pSer methylation kDa
1 750
STAT1a [N | Y701 8727 R31 91
Y701 S727 R31 84
1 139 316 486 575 680 698 851
Y690 - R32 113
Y705 S727 R31 92
Y705 - R31 89
1 137 316 484 572677 705748
STAT4 | N _| Y693 S721  R31 89
1
STAT4B [N Y693 - R31 83
: 94
STAT5A | N | Y694 S726/ R31 94
S780
4 787
STATSB [N _| Y699 S731  R31 92
1 124 273 441 536 632 652 847
STATé Yest - Rz 110
11 44 b 6 :
STAT6b LK | SH2[Y] Y641 - - 95
6 847
sTatec (ICEONEORANGC Sid il - - v w2

Fig.1.7 — la proteina STAT umana e i suoi domini fozionali. N= dominio N-terminale coinvolto
nella dimerizzazione/tetramerizzazione. CC= domiodded-coil coinvolto nell’interazione con altre
proteine. DNA= dominio di legame al DNA. LK= dominiinker. SH2= dominio SH2. Y= siti di
fosforilazione. TA= dominio di transattivazione. M@anismi displicing alternativo generano isoforme
lunghea e cortef , b e c. | numeri indicano i residui amminoacidieila proteina. Infine abbiamo pY,
pS e R che rappresentano i siti di fosforilaziodiemetilazione e il peso molecolare della proteina
(kDa). (Lim & Cao, 2006).
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Le proteine STAT posso essere attivate da differeagnali che comprendono
citochine, incluso interferoni ed interlechine,tdat di crescita ed ormoni (Bromberg, 2001;
Schindler et al., 2002).

STAT-1 viene attivato soprattutto dagli interferdni ,3 € y) ed & coinvolto nelle
risposte anti-virali ed anti-batteriche, nell'ireine della crescita e nell’attivazione dei
processi apoptotici. Il fattore di trascrizione SIF& e attivato da citochine, fattori di crescita
ed ormoni come l'interleuchina-6 (IL-6), il fattow crescita epidermico (EGF), il fattore
stimolante dei granulociti (G-CSF), il fattore descita di tipo | insulino-simile (IGF-1) e la
leptina. (Bromberg, 2001, Zhang et al., 1998; Daatidl., 2002; Frank et al., 1997). STAT-4
e stimolato dall’ interlechina-12 (IL-12) e regdtasviluppo delle Thl (T helper 1), mentre
STAT-6 € attivato dall'interleuchina-4 (IL-4) edceinvolto nella maturazione delle Th2 (T
helper 2). STAT-5a e STAT-5b, invece, sono attigafirattuto da ormoni della crescita.

Come mostra la figura 1.8, il principale meccanisitnattivazione di questi fattori di
trascrizione e ilpathway classico JAK/STAT, il quale viene attivato dai etori delle
citochine, dei fattori di crescita e della leptiGgueste molecole, legandosi ai propri recettori,
determinano una dimerizzazione e la conseguenieaztine delle JAK, le quali trans-
fosforilano i domini intracellulari dei recettoni specifici residui di tirosina creando cosi dei
siti di legame per le proteine STAT. Tali fattoritchscrizione si legano al recettore mediante
un dominio SH2 presente nella struttura stessa gediteina e in questo modo JAK fosforila
ed attiva STAT, il quale trasloca nel nucleo e pnowe la trascrizione di numerosi geni. In
particolare STAT-3 viene attivato per fosforilazéosu residui di Tyr705 e Ser727 (O’Rourke
& Shepherd, 2002).

Il processo di fosforilazione ad opera della famiglelle JAK chinasi sul residuo di
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Tyr e fondamentale per lattivazione (Soler-Lopetz at., 2004) di STAT mentre la
fosforilazione sul residuo di Ser ad opera di ERKHi p38 e di JNK ancora deve essere
compreso a pieno.

Una volta attivati, i membri della famiglia STAT adlimerizzano o eterodimerizzano
e, mediante l'ausilio di specifiche proteine, togsino nel nucleo dove trascrivono numerosi
geni mediante legame a sequenze consenso di i digaasi (bp) sul DNA. | principali siti
di consenso possono essere cosi suddivisi: SlEin@igible element), GAS (gamma
activeted sequence) e ISRE (interferon stimulaegllating element). In particolare per
STAT-3 questi siti consenso si trovano soprattuied promotori di geni che stimolano la
sopravvivenza cellulare e mediano processi antiamticpcome Bcl-xL, la Ciclina-D e TIMP-

1 (Bromberg, 2001), mentre STAT-1 lega siti pressnt promotori di geni proapoptotici
come la caspasi-1, la caspasi-2 e la caspasi-3af@at et al., 1999; Chin et al., 1997; Kumar
et al., 1997).

Il segnale di attivazione di STAT viene inibito dpecifiche molecole proteiche che
possono essere cosi suddivise: proteine contem@ntlominio SH2 citochina-inducibile
(CIS), soppressori del segnale delle citochine (SP@roteine che legano JAK (JAB),
inibitori di STAT, STAT inducibili (SSI), proteinenibitrici dell'attivazone di STAT (PIAS),
fosfatasi ed infine proteine coinvolte nella degiamhe mediante il sistema ubiquitina
proteosoma (Kim et al., 1996) (Fig. 1.8). Una vdfiaslocato nel nucleo STAT attiva la
sintesi di diversi geni tra cui anche quelli appaenti alla famiglia degli inibitori SOCS,
formata da otto membri totali SOCS-1/JAB/SSI-1, S SOCS-3, SOCS-4, SOCS-5,
SOCS-6, SOCS-7 e CIS.

Queste proteine inibiscono STAT utilizzando trefediénti meccanismi (Starr &
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Hilton 2003):

e il primo, SOCS-1 si lega direttamente a JAK ed istb la sua attivita
chinasica;
» Il secondo, SOCS-3 attraverso il legame diretto 8K oppure legando prima
il recettore fosforilato e poi bloccando la chinasi
* Infine, CIS compete con STAT per il legame sul siébrecettore.
A differenza delle SOCS, i membri della famiglialldePIAS (PIAS-1, PIAS-2, PIAS-3,
PIASy, PIASx. e PIAS¥) sono costitutivamente espressi a livello nucleaisattivano il
segnale interagendo direttamente con STAT fostoritdoccando la capacita del fattore di
trascrizione di legare il DNA (Doetsch et al., 199%fine due fosfatasi PTP-2 (SHP-2) e

TCA45 inattivano STAT mediante defosforilazione tdae
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Fig. 1.8— Attivazione ed inattivazione di STAT.

A) STAT puo essere attivato da differenti segnali cartechine, fattori di crescita, ormoni,
recettori accoppiati a proteine G oppure proteidattatrici come MEKK1-C. Una volta
attivato STAT dimerizza e trasloca nel nucleo dpk@muove la trascrizione genica mediante
legame a sequenze promotrici presenti sul DNA (I8REAS).

B) Rappresentazione schematica dei meccanismi dizioité mediati dalle proteine SOCS,
PIAS, TC45 o SHP-2 (Lim & Cao, 2006).
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1.4.2 — Ruolo di STAT-3 nello sviluppo del sistemaervoso

Nei roditori, I'espressione della proteina STAT-3stata rilevata nella corteccia
cerebrale e nello striato a partire dal quattosiioe giorno della fase embrionale (E14) e
nell'ippocampo a E18. La protena STAT-3 (De-Frdjale 1998) e il suo mRNA (Zhong et
al., 1994) sono costitutivamente espressi a patar&l14 fino al terzo mese di vita. Invece,
durante lo sviluppo postnatale, I'espressione dABB aumenta dal terzo giorno postnatale
(P3) fino a P21 (Gautron et al., 2006). Nella fdissviluppo del cervello di ratto, a partire da
P3 fino a P10, STAT-3 é localizzato prevalentemamdk nucleo delle cellule del corpo
calloso, della corteccia e delle cellule stellatgggerendo cosi un ruolo importante di questo
fattore di trascrizione nello sviluppo neuronal&@A$-3 € espresso nei neuroni e nelle cellule
gliali sia durante lo sviluppo (Murata et al., 2D@@e nel cervello adulto (Planas et al., 1997).

Oltre ad essere coinvolto nello sviluppo dei neyrguiesto fattore di trascizione
rappresenta un elemento fondamentale nella maturazilel fenotipo delle cellule gliali
(Bonni et al.,, 1997; Rajan & McKay, 1998; Takizawhal., 2001; Uemura et al., 2002;
Yanagisawa et al., 1999). Esso induce una protepecifica per la maturazione e la
differenziazione degli astrociti, GFAP (glial fibary acid protein) (Takanaga et al., 2004).
Infatti, studiin vitro dimostrano che STAT-3 ha un ruolo importante ndlféerenziazione
delle cellule gliali derivanti dalle cellule proggiti corticali (Bonni et al., 1997) mentra&)
vivo e stato dimostrato che STAT-3 € un componentgiate dell’astrogliogenesi (He et al.,
2005).

Da P21, lattivita di STAT-3 diminuisce nel cerwellad esclusione dei neuroni

ipotalamici (Gautron et al., 2006; Stromberg et aD00) e in alcune cellule della zona
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subventricolare (SVZ) e subgranulare (SGF) dgibigampo (Doetsch et al., 1999; Eriksson
et al., 1998; Lois & Alvarez-Buyilla, 1993).

L'importanza di questo fattore di trascrizione oebviluppo neurologico e nella
sopravvivenza delle cellule nervose e ulteriormelmeostrata dal fatto che animéockout
per STAT-3 muoiono durante il periodo di gastrubaa (E 6,5) (Takeda et al., 1997).

Per studiare e capire il ruolo di STAT-3 nella sywivenza neuronale, numerosi
ricercatori hanno utilizzando la tecnologia Cre-lahe consente la delezione a tempi stabiliti
del gene di interesse in cellule e tessuti speclfiatti, Alonzi et al., (2001) utilizzando uno
specifico promotore bal-1, hanno eliminato il ge®€AT-3 nel periodo successivo alla
gastrulazione (E 6,5) (Alonzi et al., 2001). Bate-sono espressi in alcuni tessuti, incluso il
cervello. Da tali studi si evince che gli animi&hockoutper STAT-3, in risposta al fattore di
crescita CNTF, non sono capaci di attivaneathwaysfondamentali per la sopravvivenza
neuronale. Inoltre, in questo modello sperimentade@ viene attivata neanche PI-3K/Akt,
suggerendo un’ulteriore funzione di STAT-3 netilzzione diretta dpathway citosolici
(Alonzi et al., 2001). La costitutiva espression&TAT-3 a livello nucleare durante la fase di
sviluppo suggerisce che questo fattore di trasmmzie un importante mediatore nello

sviluppo e nella maturazione del sistema nervostraie.
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1.4.3 — Modulazione di STAT-3 in sequito ad ischemi

L’attivazione di STAT-3 nel cervello ischemico agme con una tempistica precisa e
coinvolge differenti tipi cellulari (tab. 2). La $forilazione di questa proteina e stata osservata
nei neuroni (Dziennis et al., 2007; Justicia et 2000; Satriomoto et al 2006; Suzuki et al.,
2001), negli astrociti, nella microglia (Conwayagt, 2006; Justicia et al., 2000; Planas et al.,
1996) e nelle cellule endoteliali (Satriotomo eR@D6; Suzuki et al., 2001) della corteccia,
dello striato e dell'ippocampo in differenti modefi vitro edin vivo di ischemia cerebrale.

In generale, la fosforilazione di STAT-3 € preseme neuroni durante la fase acuta
del danno, mentre negli astrociti, la microglizeecéllule endoteliali avviene soprattutto nella
fase cronica. In alcuni modelli di ischemia cerébfacale transitoria, all'inizio dell'ischemia
(Suzuki et al., 2001), si ha una bassa attivazimgonale di STAT-3 nella corteccia peri-
ischemica mentre aumenta in maniera significatiopodl'insulto ischemico (Suzuki et al.,
2001; Dziennis et al., 2007). Mentre un’intensaatione nucleare € stata dimostrata dopo
24 h dal’lMCAOo, suggerendo infatti che STAT-3 eiaite promuove la trascrizione genica
(Dziennis et al., 2007).

Alcuni dati presenti nella letteratura dimostrartee (STAT-3 nelle cellule gliali si
attiva prevalentemente a partire da 24 h dopo M@awsitoria (Kim et al., 2004; Satriotomo
et al., 2006). Ma in alcuni casi, e stato dimostrette la fosforilazione di questo fattore di
trascrizione e la sua traslocazione nucleare magtociti avviene anche in tempi piu precoci
come per esempio hanno dimostrato Justicia €2800) in un modello transitorio di MCAo.
Nelle cellule della microglia invece, l'attivazioreevviene a tempi piu tardivi dall’inizio

dell'insulto ischemico, questo dimostra che STATh&ste un ruolo importante anche nel
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processo inflammatorio instauratosi durante l'isolze In particolare, Satriotomo et al.,
(2006) hanno dimostrato che il silenziamento di $3Anella microglia del core riduce il
volume di infarto cerebrale prodotto da MCAo ndtirgertensivi (Satriotomo et al., 2006).
Le cellule endoteliali dei vasi sanguigni cerebidgi ratti sopposti a occlusione transitoria
dell'arteria cerebrale media (MCAO0), attivano STATdopo 24 h dall'insulto ischemico
(Satriatomo et al., 2006; Suzuki et al., 2001).fasforilazione di STAT-3 nei neuroni, in
alcuni modelli animali di ischemia cerebrale, eedamente collegata alla sopravvivenza
neuronale. Infatti alcuni studi dimostrano cheetlyisale di pSTAT-3 colocalizza comilarker
neuronale MAP-2 (Dziennis et al., 2007; Suzukilgtz01) e con la proteina anti-apoptotica
Bcl-2 (Dziennis et al., 2007), ma non con la casflaclivata (Yamashita et al., 2005). Al
contrario invece, Wen et al., (2001) utilizzando omodello permanente di occlusione
dell'arteria cerebrale media, dimostrarono cheegjrele di pSTAT-3 colocalizza con le
cellule TUNEL-positive, portando gli stessi autdel lavoro a sostenere che pSTAT-3 media
la morte delle cellule nervose.

La sopravvivenza neuronale durante un insulto isit@ dipende molto dalle cellule
gliali, le quali danno un supporto strutturale eZiwnale (mediante il rilascio di fattori trofici
e metaboliti) ai neuroni (Nedergaard et al., 2008)merosi dati dimostrano che si ha un
aumento della fosforilazione di STAT-3 negli asttioceattivi dell'ippocampo durante il
preconditiong ischemico, e [lattivazione di STAT-3 & correlataonc 'aumento
dell’'espressione di clAP2, un membro degli inikitdell'apoptosi, nelle cellule gliali della
penombra (Solaroglu et al., 2006).

A differenza degli altri membri della famiglia STAT fattore di trascrizione STAT-3

riveste un ruolo cruciale nella sopravvivenza neal® dopo un’insulto ischemico. Infatti

56



CAPITOLO 1 Introduzione

numerose molecole come fattori di crescita, estrogecitochine utilizzano STAT-3 per

indurre la trascrizione di geni (Reg-2, bcl-2, ktl-Pirn-1, clap2 e GAP-43) importanti nella
sopravvivenza cellulare e la riparazione del tessdanneggiato. La comprensione
approfondita dei meccanismi molecolari di STAT-3aneeuroprotezione risulteranno quindi
fondamentali per lo sviluppo di nuovi approcci facologico per il trattamento di patologie

neurodegenerative come per esempio I'ischemia.

Tab. 2 Attivazione temporale e localizzazione cellare di STAT-3 in seguito ad
un insulto ischemico (Dziennis et al., 2008)

STAT3 MCa0 Ratte | icroglia 4h, 7d, 15d Corteccia e striato Planas et al,,
19596
STAT3 MCAD Ratto | Neuroni 1h Espressione nucleare | Justicia et al,,
Neuroni 12h care ischemico 2000
astrociti 1-12h
pSTAT3 MCAD Ratto Neurani 3,5-168h Penombra corteccia, | Suzukietal,,
Meuroni Piceo 3,4h Core [corteccia e 2001
Endoteliali 48h striato),
MNeuroni 3,5h, 24h, 48h controlaterale
Monoeiti/ Sh-168h corteccia
macrofagi
pSTAT3 pMCAD Topo neuroni 6-24h Zona periferica Wen et al,,
dell'area ischemica 2001
ISCHEMIC Ratto astrociti 3d-7d ippocampo Kim et al.,
STAT3 PRECONDITIO 2004
N
ISCHEMIA, Ratto astrociti 4h, 1d, 3d ippocampo Choi et al.,
pSTATa GLOBALE 2003
pSTAT3 Mca0 Ratte | Mononiti/ 24h-T2h Core (cortaccia e Satriamoto et
femmina | macrofagi attivati striato) zona al,, 2006
Neuroni, astrociti perinfarto
pSTAT3 MCAD Neureni non 3h Corteccia, 2ona Dziennis et al,,
determinati 32h perinfarto corteccia 2007
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1.4.4 — Struttura e attivazione della proteina chiasi Akt

La proteina Akt € una serina-treonina chinasi cli@manche proteina chinasi B
(PKB). Strutturalmente € costituita da un domirdgalatore N-terminale simile a quello della
plecstrina (PHPleckstrin homology(jFranke et al., 1994), una regione cerniera cheeatba
il dominio PH al dominio chinasico con specificgarina-treonina (Ahmed et al., 1993) ed
una regione C-terminale indispensabile per l'indoi e il mantenimento dell'attivita
chinasica (Chen et al., 1999). Nei mammiferi esigtore isoforme di questa proteina ognuna
delle quali e codificata da un distinto locus genigkt-1, Akt-2, Akt-3.

Akt-1 e espressa in modo ubiquitario, ad eccezidneene e milza (Coffer &
Woodgett, 1991), invece, l'espressione di Akt-2réthata agli organi intestinali, sessuali, ai
muscoli ed al tessuto riproduttivo (Jones et &911 Konishi et al., 1994). Akt-3 & espressa
soprattutto nel testicolo, nel cervello e, in mimaisura, nel tessuto muscolare e negli organi
intestinali (Nakatani et al., 1999). L’Akt vienetiaata dalle tirosin-chinasi accoppiate ai
recettori dei fattori di crescita, il recettore dattore di crescita dell’epidermide (EGFR), il
recettore del fattore di crescita insulino-simil@KR) e quello del fattore di crescita nervoso
(NGFR) sono esempi di recettori che attivano queistdKitagawa et al., 1999; Cappuzzo et
al., 2006); il legame del fattore di crescita asjueecettori attiva la PI3K.

Il meccanismo di attivazione di Akt inizia conédame di entrambi i fosfoinositoli 3-
fosforilati al dominio PH (Franke et al., 1997). Epecificita di questo legame € importante
per l'attivita di Akt nella cellula (Rameh & Cantle1999) e determina la sua traslocazione
dal citoplasma alla membrana plasmatica. Qui ldepra Akt viene fosforilata e, quindi,

attivata su due residui distinti: il residuo didngna 308 in un'ansa flessibile a livello del
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dominio chinasico tfloop) ed il residuo di serina 473 all'estremita C-terate. La
fosforilazione del-loop € mediata da una serina-treonina chinasi di 63 dtid@mata PDK-1
(piruvato deidrogenasi chinasi 1) (Alessi et aP97; Stephens et al., 1998). Una volta
fosforilato, il t-loop subisce un cambiamento di conformazione che pé&sriatcesso al sito
attivo della molecola di ATP e del substrato (ToKemMNewton, 2000). I meccanismo di
fosforilazione del residuo di Ser473 non & ancéatoschiarito, tuttavia, alcuni studi hanno

dimostrato I'implicazione di una distinta chinagime la PDK-2 (Hill et al., 2001).

1.4.5 — Bersagli molecolari della proteina chinagikt

L’Akt, dopo essere stata attivata, esercita effattitettivi nei confronti della cellula
sottoposta ad insulto e, in particolar modo, rasulbsforilata in numerosi insulti tossici
inclusa I' eccitotossicita (Corasaniti et al., 208im et al., 2002), I'esposizione a radicali
liberi (Matsuzaki et al., 1999) e l'ipossia (Choegal.,2002). In particolare, Akt regola
l'attivita di numerose proteine promuovendo la agpivenza cellulare ed inibendo la morte
cellulare programmata.

I meccanismi attraverso cui I' Akt inibisce il pesso apoptotico sono:

» fosforilazione della proteina proapoptotica Bad lasuBer 136. Nello stato
defosforilato Bad forma un eterodimero con Bcl-xLBel-2 nei mitocondri,
inibendoli. Quando viene fosforilata si dissocid@amplesso formato con Bcl-2 e
Bcl-xL, i quali possono nuovamente agire come numke@nti-apoptotiche. La
proteina Bad, a questo punto, si lega alle protaiesoliche 14-3-3 che la

sequestrano nel citoplasma neutralizzandone ltattproapoptotica (Zha et al.,
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1996);

fosforilazione della caspasi 9 sul residuo di S#8 & blocco della sua attivazione
indotta dal rilascio del citocromo c¢ dalla membramgocondriale (Cardone et al.,
1998);

fosforilazione del fattore di trascrizione CREBAMP response element binding
protein) sulla Ser 133. La fosforilazione favorisce il legagon la proteina CBP
(CREB-binding proteing, di conseguenza, un aumento dell’attivita tragmmale

e la regolazione dell'espressione di importantii gemvolti nella sopravvivenza
cellulare come le citochine ed il BDNF (Shieh et1#198; Tao et al., 1998);
attivazione del segnale anti-apoptotico del fatairerascrizione NF-kBNuclear
factor kappa-B).L'NF-kB e un regolatore della risposta immune, ufe
regolazione della sua attivita & implicata nelldluppo di patologie come |l
cancro, le malattie autoimmuni e l'ischemia cerkbidi & Verma, 2002). In
assenza di stimoli, questo fattore & sequestrdtoitoplasma in associazione con
diversi inibitori, raggruppati sotto il nome di IkBche ne impediscono la
traslocazione nel nucleo. Akt fosforila ed attigachinasi IKK che fosforila a sua
volta gli inibitori di NF-kB, 1kB, promuovendone ldegradazione; NF-kB puo
dunque traslocare nel nucleo, legarsi al DNA evats la trascrizione di geni
specifici, tra cui quelli che codificano per praoteianti-apoptotiche come Bcl-2
(White et al., 2000;);

inibizione del fattore di trascrizione Forkhead duwatrolla I'espressione di geni
promuoventi I'apoptosi (White et al., 2000);

inibizione di p53, proteina in grado di indurre ppusi (Mazzoni et al., 1999). In
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particolare, Akt fosforila MDM2, regolatore negativdi p53, che trasloca dal
citoplasma al nucleo dove promuove la degradazding53 (Mayo & Donner,
2001);

» fosforilazione ed inattivazione della glicogenotasi chinasi-3 (GSK-3). Questo
enzima, quando é attivo, fosforila ed inibisce &Rfattore di iniziazione 2B), un

fattore implicato nell'inibizione della via apoptat (Pap & Copper, 2002).

1.4.6— Ruolo di Akt nel danno da ischemia cerebrale

La via di trasduzione del segnale fosfatidilinosit8-chinasi (PI13K)/Akt che regola la
plasticita neuronale € una delle principali viedbioniche responsabili della sopravvivenza
cellulare. Molti studin vivo hanno dimostrato che I'attivazione di questa w&aun ruolo
importante nel recupero dei neuroni della penomischemica dalla morte cellulare
(Fukunaga & Kawano, 2003). Studi di colocalizzaeitxanno dimostrato che i neuroni fosfo-
Akt (p-Akt) positivi non presentano frammentaziodel DNA (Noshita et al., 2001), cio
suggerisce che lattivazione dell’Akt contribuisadla neuroprotezione. L'aumento
dell'espressione di p-Akt e transiente ed e seglatena drammatica riduzione della p-Akt
nelle 24 h o piu dopo lischemia, a seconda deiettiosperimentali di ischemia cerebrale
usati (focale o globale, transitoria o permanerf#gh)ao et al., 2005). Altri studi hanno
dimostrato un aumento dellimmunoreattivita dell@tpina Akt, a 3-8 ore, nella penombra
ischemica dei ratti sottoposti ad occlusione dalti@ria cerebrale media (Kitagawa et al.,

1999). Il pretrattamento con fattori neurotrofieipaci di attivare la via PI3K/Akt determina

61



CAPITOLO 1 Introduzione

neuroprotezione mantenendo la fosforilazione édfl'e, quindi, la sua attivita (Fukunaga &
Kawano, 2003; Maiese et al., 2004).

Il gene PTEN ghosphatase and tensin homolog deleted on chrone4dntodifica
per una fosfatidilinositolo-3,4,5-trisfosfato fodai (PTPase) che svolge un ruolo importante
nella regolazione dei livelli intracellulari di P3P (fosfatidilinositolo 2,4,5 trifosfato)
defosforilando i prodotti delle PI3K in posizioné & agendo, in questo modo, come il
principale regolatore negativo della via PI3K/ARecentemente €& stato dimostrato che
I'attivita di PTEN puo essere ridotta dalla fodemione sul residuo di serina 380 a livello C-
terminale (Odriozola et al., 2007). E’ stato ripgtdot che la delezione di PTEN previene |l
danno ischemico cerebrale (Shi et al., 2001). lepk stato ampiamente dimostrato che Akt
inibisce il pathway apoptotico mediante la fosforilazione di Bad; leotpina blocca la
formazione del canale con I'eterodimdyax impedendo cosi il rilascio del citocromo c¢ dal
mitocondrio. Akt inibisce anche [lattivita protetddia della caspasi 9 attraverso la
fosforilazione sulla Ser196 (Cardone et al., 1988)Ite evidenze sperimentali, infatti, hanno
dimostrato che la proteina Akt aumenta la sopraamnra delle cellule nervose (in particolare
neuroni piramidali) in seguito ad un insulto ischem(Fukunaga et al., 2003) attraverso la
fosforilazione diretta dei membri della famiglia 8icl-2 e delle caspasi e mediante la

regolazione della loro espressione (Fukunaga & Kawa003).
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Il presente progetto di ricerca ha come argomemgiudio dei meccanismi alla base del
danno cerebrale da ischemia ed, in particolare, sl@bi aspetti neurochimici e
neuroinfiammatori. L'obiettivo di questo studio e@etio di definire strategie di ricerca
utilizzando metodologie innovative, faihe di sviluppare efficaci terapie per l'ictus eerale.
Infatti, lo scopo di tale lavoro e quello di caesizzare nuovi approcci di tipo farmacologico,
in quanto quelli finora emersi dai precedenti stdidbase, non si sono rivelati clinicamente
rilevanti.

Studi recenti hanno messo in evidenza gli effeguroprotettivi della leptina,
suggerendo un suo potenziale impiego nel trattamndalle patologie neurodegenerative. |
meccanismi alla base della neuroprotezione semipautimsto complessi e fino ad oggi non
sono stati completamente chiariti.

Pertanto i principali obiettivi del presente lavaliaicerca sono stati i seguenti:

l. Caratterizzare la neuroprotezione da leptinavimo in un modello
sperimentale di ischemia cerebrale focale permansgitratto.

Il. Valutare gli effetti a lungo termine della leptisal danno cerebrale e sul
deficit neurologico indotti dall'ischemia focalerpganente nel ratto.

[l Analizzare i meccanismi molecolari alla base defleuroprotezione
dell'adipochina mediante analisi di immunofluoresz® e di

frazionamento subcellulare. Tali tecniche moledodano state utilizzate
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per valutare I'eventuale contributo degli astroati dell’attivazione e
traslocazione nucleare di STAT-3 e della modulazidnAkt.

V. Studiare il ruolo della proteinacaffold homer-la e caratterizzare la
funzione degli astrociti reattivi nei meccanismiaabase del danno
ischemico, mediante tecniche avanzate di microscoglettronica e

ricostruzione di immagini 3D.

Sotto il profilo dei risvolti terapeutici, l'insieendei risultati ottenuti consentira di
definire nuove conoscenze di tipo farmacologicoguolare alla base dell'insulto ischemico,
al fine di caratterizzare nuovi potenziadirgetsper il recupero e la riparazione del tessuto

cerebrale danneggiato.
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3 — MATERIALI E METODI

3.1 — Animali e trattamento farmacologico

Il presente lavoro di Dottorato € stato condottaatti maschi adulti (280-320g) del
ceppo Wistar (Charles River, Calco, CO, lItaly),bstati in condizioni controllate di
temperatura (22°C) ed umidita relativa (65%), gmigtii a condizioni d’illuminazione
artificiale controllata, con un ciclo luce/buioI® ore, con libero accesso a cibo ed acqua.

Gli animali sono stati trattati con leptina ricoménte di ratto (ProSpec-Tany
TechnoGene Ltd., Rehovot, Israel) (0,1 o 1 mg/kgkan il veicolo (PBS, 1ml/kg)
somministrati per via sottocutanea (s.c.) 6 h, @ immediatamente prima del’'MCAo. Per
valutare gli effetti della leptina sul peso corpmre ratti sono stati pesati immediatamente
prima della chirurgia e ogni giorno fino al saaiidi.

Tutte le procedure sperimentali sono state eseguit@accordo con le direttive
comunitarie del 24 novembre del 1986 (86/609/EEGgJuse nel D.M. 116/1992 del

Ministero della Salute Italiano.

3.2 — Ischemia cerebrale focale

La maggior parte dei modelli d’ischemia cerebraleafe prevede I'occlusione di uno
dei principali vasi sanguigni cerebrali, come kaid cerebrale media (MCA), in piccoli
animali (Garcia, 1984; Hossmann, 1991) o in anindalgrossa taglia (Bose et al., 1984;

Symon et al., 1975).
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L’'occlusione della MCA (MCAo0) determina una riduag® del flusso ematico
cerebrale nello striato e nella corteccia. Inolirgrado e la distribuzione della riduzione del
flusso dipende dalla durata dell’occlusione, dé&b slell’'occlusione lungo I'MCA e dalla
quantita di vasi sanguigni collaterali, situatioimto al territorio dell’arteria cerebrale media.

Esistono numerosi modelli di MCAo che prevedonocdlasione nella porzione
prossimale o distale della MCA in maniera permamentemporanea (riperfusione).

Nel presente lavoro l'ischemia cerebrale €& statdotia mediante I'occlusione
dell’arteria cerebrale media, usando la tecnicafitbghento intraluminale, come descritto da
Longa et al (1989). Questo modello sperimentalézisdo da Koizumi et al., nel 1980 e da
Longa nel 1989, € uno dei piu utilizzati per lo dstu del danno cellulare e della
neuroprotezione.

| ratti sono stati anestetizzati con isofluran®® in aria durante la fase di induzione,
poi mantenuti alla minima concentrazione efficadg5-2%) dell'anestetico durante la
procedura chirurgica. La temperatura corporea & stasurata con una sonda rettale e
mantenuta a 37°C mediante I'uso di un tappetirahigato.

La procedura chirurgica di base consiste nell’ctefe I'origine della MCA con un
filamento intraluminale, introdotto attraverso laratide interna (Fig. 3.1). Con l'ausilio di
uno stereomicroscopio, larteria carotide comuneCAL e stata esposta attraverso
un’incisione a livello del collo. Per mantenere spaeposizione sono stati separati i muscoli
digastrico, sternomastoideo e omoioideo. L'arter@otide esterna € stata recisa ad una
distanza di 3 mm dalla biforcazione dell’arteriact@le comune e legata con un filo di seta

per sutura (4-0). Successivamente, nel seguenteegikbno state isolate e termocauterizzate
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le branche dell’arteria occipitale, dell’arteriaratide esterna, I'arteria superiore tiroidea e
quella faringea ascendente (Fig. 3.2).

La fase successiva prevede limpianto di due ctiawematiche, una sulla CCA e
l'altra sull’arteria carotide interna, per evitata fuoriuscita di sangue al momento
dell'inserimento del filamento. Un filamento di oyl ricoperto di silicone (diametro 0.28
mm, Doccol corporation, Redlands, CA, USA) é stapaindi, inserito nell’arteria carotide
esterna e fatto avanzare lentamente nella caristidena per circa 18 mm dalla biforcazione
carotidea, fino ad incontrare una leggera resistemzdicativa dell’avvenuta occlusione
all'origine del’MCA, in corrispondenza del circoldi Willis. Il filo di seta e stato tirato per
fissare il nodo attorno al filamento per evitarnesiclo spostamento e prevenire |l
sanguinamento. Dopo aver richiuso la ferita con tipumetallici, la somministrazione

dell'anestetico e stata interrotta. | ratti shanmcscstati sottoposti alle stesse procedure

chirurgiche, senza I'occlusione dell’arteria ceeddmedia.

N e
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Fig. 3.1 — Cervello di ratto dopo Fig. 3.2— Anatomia cerebrovascolare di ratto.
occlusione dellMCA con un

filamento di nylon inserito nella

carotide interna.
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Tra i modelli sperimentali di ischemia cerebraledie, 'MCAo0 e sicuramente uno
dei piu utilizzati nel ratto e nel topo. Tra le atheristiche piu importanti ricordiamo che e
poco invasivo e permette di effettuare un’ischediitipo permanente o transitoria in maniera
controllata. Inoltre, permette di ottenere, convala riproducibilita, I'area di infarto che
coinvolge la corteccia frontoparietale ed il caogatamen laterale.

| principali svantaggi di questo modello sperimémntdi ischemia cerebrale focale
sono la rottura dei vasi, la susseguente emorsagiaracnoidea, I'ipertermia e l'inadeguata
occlusione dell'arteria cerebrale media. L'utilizeei filamenti ricoperti di silicone e la
misurazione del flusso ematico cerebrale, mediéager-doppler, riducono l'insorgenza di
emorragie subaracnoidee e permettono di monitofakenuta occlusione della MCA
(Schmid-Elsaesser et al., 1989).

Invece 'aumento della temperatura € dovuto adamnd ipotalamico e si verifica in

tutti gli animali che hanno subito almeno 2h di M&A.i et al., 1999).

3.3 — Analisi del flusso ematico cerebrale

Durante la chirurgia, il flusso ematico cerebraleBF) €& stato costantemente
monitorato a livello della corteccia cerebrale,l'dalisfero ischemico, tramite fluorimetria
laser doppler (Periflux System 5000, Perimed, Sibok Sweden). Mediante questo
strumento e possibile rilevare la perfusione desué. [ suo meccanismo d’'azione si basa su
una luce laser a bassa potenza che viene indaizadt tessuto in esame. | corpuscoli in
movimento (eritrociti) provocano una variazione laldunghezza d’onda della luce laser

proporzionale alla loro velocita. La luce riflesggene captata da un fotorilevatore ed
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istantaneamente analizzata dallo strumento. lIrlds@pler misura pertanto la perfusione
tissutale, cioe la velocita media di globuli rosintenuti nel volume del campione,
moltiplicata per la quantita dei globuli rossi imwimento.

In realta, il laser doppler misura i cambiamentladperfusione in unita arbitrarie che
non e possibile esprimere in valore assoluto. DrerBMCAO0 possono insorgere una serie di
complicazioni, come la mancata occlusione della M@Wagasawa & Kogure 1989), la
formazione di emorragie subaracnoidee (Longa etl@B9) o una prematura riperfusione
(Schmid-Elsaesser, 1989). Tali inconvenienti possessere evitati attraverso 'utilizzo di
questo strumento.

Prima di iniziare la procedura chirurgica, vienatmata un’incisione sulla testa
dell’'animale, fra I'occhio e I'orecchio destri, @sgendo I'osso parietale, sul quale poi verra
posizionata la sonda (2 mm posteriormente e 6 mteralmente dal bregma). Il flusso
ematico & stato monitorato a partire da 15 minttn@ dell’inizio dellischemia fino a 10
minuti dopo l'occlusione dellMCA, mantenendo ghimali sotto anestesia con isoflurano.
Le modificazioni regionali del flusso ematico cawdb sono state espresse in percentuale

rispetto ai valori basali preischemici.

3.4 — Neuropatologia e quantificazione del dannodeemico

Per quantificare il volume e l'area di infarto damae, in seguito ad occlusione
dell'arteria cerebrale media, abbiamo impiegato weenica colorimetrica che prevede

I'utilizzo del cloruro di 2,3,5-trifeniltetrazoli¢TTC).
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Gli animali sono stati sacrificati mediante decapibne ed i cervelli sono stati
rapidamente prelevati e tagliati in 8 sezioni catosonsecutive, ad intervalli di 2 mm dal
lobo frontale utilizzando un calco per il cervetloratto (Harvard Apparatus, Massachusetts,
USA).

Il TTC € un reagente per enzimi ossidativi ed ¢osiiatrodotto per la prima volta da
Jestaedt e Sandritter (1959), come colorante p@rare il danno ischemico nel miocardio.
Questo sale accetta un protone dalla succinatoatgdasi, situata sulla membrana interna
mitocondriale, riducendosi cosi in un composto lmsite di colore rosso che prende il nome
di formazano (Altman, 1974; Bederson et al., 1986le et al., 1990; Bednar et al., 1994;
Belayev et al., 1999).

I TTC consente di identificare le cellule in cé& stata mantenuta [lattivita
respiratoria, mentre le cellule dell’area ischemidae non sono capaci di metabolizzare il
composto, a causa dell’'alterato funzionamento déaondri, non si colorano e possono
essere facilmente riconosciute.

Dopo un’incubazione di 10 minuti in una soluziomamienente TTC al 2% in salina a
37°C, le sezioni sono state trasferite in una sohe di paraformaldeide al 4% in tampone
fosfato e conservate a 4 C° prima di essere aaddizz

L’'impiego di sali di tetrazolio come indicatori @nzimi respiratori mitocondriali e
considerato un metodo riproducibile nella valutaeialel danno ischemico nellintervallo
compreso tra 2,5 h e 36 h dopo I'induzione delfismia (Liszczak et al., 1984). A tempi piu
tardivi l'intensa attivazione microgliale e I'infiazione dei leucociti, in cui i mitocondri sono

perfettamente funzionali, potrebbero mascherapedaenza di un infarto tissutale.
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In tal caso e preferibile utilizzare un'altra tewnicolorimetrica che si basa sulle
caratteristiche chimico-fisiche di un altro colamnil cresil violetto (CV), utilizzato per |l
tessuto nervoso in quanto capace di legare factemesssendo un colorante basico, i
componenti acidi del citoplasma neuronale, com@&RRibosomiale ed i nucleoli (Alvarez-
Buylla et al., 1990). Il CV non € una molecola sfieg per i neuroni, ma grazie all’elevata
presenza di corpi di Nissl nelle cellule nervosesolora intensamente. || CV colora di blu
intenso l'area del cervello funzionale e di un pbco brillante I'area di infarto cerebrale. Il
TTC ed il CV mostrano un’elevata correlazione r@e#a e nel volume di infarto indicando
che entrambi i metodi sono adatti per misuraziacueate del danno (Tureyen et al., 2004).
Per i motivi sopra esposti, pero, per la valutagiael danno oltre le 36 h dall'insulto e
preferibile usare la colorazione con CV.

Pertanto, per valutare il volume di infarto 3 ei@rgi dopo I'MCAO0, i cervelli sono
stati rapidamente prelevati e congelati con isagenmtraffreddato in ghiaccio secco. Otto
sezioni coronali dello spessore di 2én sono state tagliate ad intervalli di 2mm a partial
lobo frontale, utilizzando un criostato, montante v&trini e successivamente colorate per
immersione in una soluzione al 2,5 % di cresil eftd. Dopo un breve lavaggio in tampone
fosfato, le sezioni sono state lasciate all’ariaumg volta asciutte, coperte con un vetrino
coprioggetto.

Le immagini delle sezioni colorate con TTC o CV sostate acquisite con uno
scanner digitale ed analizzate con un softwarendiis di immagini (ImageJ 1.30v). Il
volume di infarto e stato calcolato sommando ibvaldell’area di tutte le sezioni moltiplicato

per la distanza (2 mm) fra di esse.
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3.5 — Valutazione del deficit neurologico

Al fine di valutare la variazione dello stato nezomportamentale dei ratti soggetti ad
occlusione dell’arteria cerebrale media, abbiamlzeato il metodo di Longa et al. (1989)
lievemente modificato. Il deficit neurologico di mgratto e stato valutato per sette giorni,
dopo I'occlusione permanente dellMCA. Il test canfamentale prevede l'attribuzione di un
punteggio che dipende dalla gravita del danno caleb

» Grado 0 (normale), non si osserva alcun deficit;

» Grado 1 (moderato), mancata estensione della zantpaore;

» Grado 2 (severo), diminuzione della resistenzaredspinta laterale;
» Grado 3 (severo), movimento rotatorio spontaneo;

» Grado 4 (severo), assenza di movimento spontaneo;

= Grado 5 (severo), perdita di coscienza.

| disturbi motori sono causati dalle lesioni a ligedella corteccia frontale e dello
striato e la severita del deficit neurologico erelata all’estensione del danno (Lashley et al.,
1933).

Bederson et al. (1986) hanno messo in relaziomeidara dell'area di infarto con il
grado di danno neurologico per poter valutare lsunai dell’area di infarto nei ratti sottoposti
ad MCAo. | vantaggi di questo tipo di analisi sdasemplicita, la specificita e I'abilita nel
distinguere i ratti che hanno un piccolo, medio rande infarto cerebrale. Un deficit
neurologico basso o pari a zero e indice, sicuréeh una mancata oppure insufficiente
ischemia (Ljunggien et al., 1984; Symon et al.,5)9Tentre potrebbe essere indicativo di

un’emorragia subaracnoidea (Symon et al., 1975gihsd& Garcia, et al., 1970).
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3.6 — Preparazione degli omogenati di tessuto cemralte

Campioni individuali di tessuto corticale di ragstiam e ratti sottoposti a 3 0 24 h di
ischemia cerebrale focale permanente (n=3 per grgpprimentale) sono stati rapidamente
prelevati e omogeneizzati in un omogenizzatoreetiiovutilizzando 6 volumi di tampone di
lisi freddo contenente Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, Ne®0 mM, EDTA 2 mM, EGTA 2 mM,
Triton 1%, acido okadaico 1 nM, un cocktail di hinori di proteasi (cod. P8340, Sigma,
Milano, Italia) e un cocktail di inibitori di fostasi (cod. 524625, Calbiochem, La Jolla, CA,
U.S.A)). | campioni sono stati centrifugati a 1000g per 15 min a 4 °C, il precipitato é stato
scartato mentre il surnatante e stato destindtmallsi.

La concentrazione proteica negli omogenati dellatecoia cerebrale € stata
determinata mediante il metodo DC per l'analisiledgiroteine (Bio-Rad Laboratories,
Milano). Questo metodo si basa sulla reazione gelidéeine con una soluzione alcalina di
tartrato di rame (reagente A) e con il reagentEdiin (reagente B). Due sono gli step per lo
sviluppo del colore relativo soprattutto alla resw con tirosina e triptofano: 1) reazione
proteine (amminoacido)-Cu in mezzo alcalino; 2)zieae del reagente di Folin con il
complesso formato nella reazione precedente. Lansecreazione avviene attraverso la
perdita di uno, due o tre atomi di ossigeno e laseguente produzione di una o piu specie
ridotte che hanno un caratteristico colore blu tmmmassima assorbanza a 750 nm e la
minima a 450 nm. La lettura é stata effettuata@r® impiegando uno spettrofotometro per
micropiastre (Multiskan MS, Labsystems, Helsinkiinlandia). Dopo la lettura
dell’'assorbanza dei singoli campioni € stato paesiisalire alla loro concentrazione proteica

per interpolazione delle corrispettive assorbanpe cna curva standard ottenuta con
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concentrazioni note di albumina sierica bovina (B&igma, Milano). Questi calcoli sono

stati effettuati utilizzando il programma GraphRagm.

3.7 — Frazionamento subcellulare

Gli estratti di proteine nucleari e citosoliche gostati ottenuti dalla corteccia
cerebrale dei ratti sacrificati 3 h e 24 h dopscliemia o I'operazione sham (n=3 per gruppo
sperimentale). | tessuti sono stati prima omogenatn tampone ipotonico freddo contenente
sucrosio 320 mM, Tris-HCI 10 mM, pH 7.4, acido a@lied 1 nM, un cocktail di inibitori
delle proteasi (code P8340, Sigma) e un cocktailntitori di fosfatasi (code 524625,
Calbiochem).

Gli omogenati sono stati centrifugati due volte3@ g per 5 minuti per ottenere |l
pellet contenente i nuclei. | surnatanti sono gpa¢ilevati e centrifugati a 17000 g per 10
minuti ottenendo cosi dei pellet con la frazioneogondriale e dei surnatanti. Questi ultimi
sono stati sottoposti ad un’ ulteriore centrifugaz a 100000 g per un’ora ottenendo, in tal
modo, le frazioni citosoliche.

| pellet nucleari sono stati risospesi in 0,35 imlatnpone di sucrosio, sottoposti a tre
cicli di congelamento e scongelamento e sonicati3@esecondi in ghiaccio; le sospensioni
nucleari ottenute sono state centrifugate a 40006rg30 minuti per rimuovere il materiale
insolubile. La concentrazione delle proteine éastddterminata utilizzando il Bio-Rad DC
protein assay (Bio-Rad Laboratories, Milano) compra descritto. Tutte le procedure sono

state eseguite ad una temperature stabile di 4 C°.
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La procedura di frazionamento € stata validata amgdiwestern blotting utilizzando

anticorpi specifici per le diverse frazioni (Fig3R

C M N

D — -—tubulin

—— --—COX-IV

= = <«—H3

Fig. 33 — Appropriatezza della procedura di
frazionamento cellulare: C= frazione
citosolica; M= frazione mitocondriale
marcata con un anticorpo anti-citocromo c-
ossidasi (COX) IV ed N= frazione nucleare
marcata con un anticorpo anti-istone H3.

3.8 — Western blotting

Le proteine contenute negli omogenati corticali csostate separate mediante
elettroforesi su gel di poliacrilammide con sodmddcilsolfato (SDS-PAGE, 8%). Il gel di
poliacrilammide viene preparato facendo polimeniezaonomeri di acrilammide in presenza
di piccole quantita di N,N’-metilenbisacrilammidea polimerizzazione inizia con I'aggiunta
di ammonio persolfato (APS) e della tetrametiled@ammina (TEMED). II TEMED
catalizza la decomposizione dello ione persolfatq@roducono radicali liberi che attaccano i
monomeri di acrilammide e ne avviano la polimerzaae. | gel denaturanti contengono,
inoltre, anche SDS, un detergente anionico chetdenée proteine e conferisce loro carica
negativa.

Infine, le proteine sono state elettrotrasferitegdh su una membrana di nitrocellulosa

(Optitran BA-S 83, Schleicher & Schuell Bioscenbassel, Germany).
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La membrana di nitrocellulosa é stata incubataupernotte a 4 °C con un anticorpo
primario diretto contro la proteina di interesse.phrticolare, sono stati utilizzati i seguenti
anticorpi primari policlonali prodotti nel conigligCell Signaling Technology, Beverly, MA,
U.S.A): Anti pSTAT-3 (Tyr705) diluizione 1:1000cddice 9131), Anti STAT-3 diluizione
1:1000 (codice 9132), Anti p-Akt diluizione 1:100fbdice 9271), anti Akt diluizione 1:2000
(codice 9272), anti-istone H3 1:500, anti-citocromossidasi IV (codice 4850). Sono stati
inoltre utilizzati i seguenti anticorpi monoclongifodotti nel topo: Anti TIMP-1 diluizione
1:200 (codice MAB13428, Chemicon International Jnanti actina diluizione 1:2000 (clone
AC-40; Sigma), antix-tubulina diluizione 1:30000 (clone B-5-1-2; Sigma)

Per visualizzare l'interazione antigene-proteinm&mbrana € stata incubata per 1 ora,
a temperatura ambiente, in una soluzione contengnéaticorpo secondario coniugato con la
perossidasi di rafano. Per la rivelazione delleopgidasi € stato utilizzato il metodo della
chemioluminescenza intensificata (Amersham Bios@en GE Healthcare, Milan, Italy) e
I'esposizione a film per raggi X (Hyperfilm ECL, Astsham Biosciences).

La chemioluminescenza intensificata consiste n&ézione della perossidasi con il
substrato chemiluminescente luminolo: in presenzzewbssido di idrogeno la perossidasi di
rafano ossida il luminolo con la concomitante pmduoe di luce. | film autoradiografici sono
stati esaminati e successivamente e stata effetwaanalisi densitometrica utilizzando |l

software Quantiscan (Biosoft, Cambridge, UK).
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3.9 Immunoistochimica

Nel presente lavoro, per valutare la localizzazioekulare del fattore di trascrizione
STAT-3 abbiamo utilizzato un’analisi immunoistochda con specifici markers per astrociti
e neuroni.

Gli animali sono stati anestetizzati 3 h e 24 halipduzione dell'ischemia con sodio
pentobarbital (60 mg/Kg i.p.) e perfusi attraveitscuore con salina (0.9 % di NaCl) seguita
da paraformaldeide al 4 % in tampone fosfato (FBMpH 7,4), contenente NaF 50 mM.

Successivamente, il cervello e stato rapidamentleyato e post fissato in
paraformaldeide al 4% per 2 h. Dopo tre lavagdPB) il cervello € stato crioprotetto in una
soluzione di saccarosio al 30 % in PB a 4 C° ecpapelato utilizzando un criostato, da ogni
cervello sono state ottenute sezioni coronali divd0 a livello delle regioni cerebrali irrorate
dal’MCA (1.7 — 3.3 dal bregma, Davies et al., 198 sezioni sono state immerse in PB e
conservate a 4 °C prima di essere processateipenlinofluorescenza.

La procedura sviluppata da Munzberg et al. (2008pta parzialmente modificata per
limmunofluorescenza di pSTAT-3. Le sezioni sonatetpre-incubate in una soluzione
acquosa contenente NaOH (1%) e H202 (1%) per 20affine di smascherare gli antigeni.
Successivamente sono state trasferite in una sokeiziontenente glicina (0,3% in PB) per 10
min per bloccare il quenching delle aldeidi e iefin sodio dodecilsolfato (0,03 % in PB) per
10 min al fine di facilitare la rilevazione dellegteine nucleari (Wilson & Bianchi, 1999).
Tale procedura migliora la rilevazione di antigi@sforilati mediante immunofluorescenza.

Dopo due lavaggi in PB, le sezioni sono state iateilper un’ora con una soluzione

che blocca il legame aspecifico, (3% normal Donkeyum, 0.2% Triton X-100, 0.2% di
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Sodio Azide in PB), I'anticorpo secondario legherévelera cosi solo I'anticorpo primario,
per cui il legame sara specifico.

Successivamente, per gli studi di colocalizzazideesezioni sono state incubate con i
seguenti anticorpi primari per 24 ore: rabbit ptdypal anti-p-STAT-3 (diluizione 1:200;
Tyr705, Cell Signaling Technology), mouse anti-GFgenti-glial fibrillary acidic protein;
diluizione 1:200; Chemicon International, Temec@#) marker specifico per gli astrociti o
mouse anti-NeuN (anti-neuronal nuclei; diluizion2dD; Chemicon International, Temecula,
CA) specifico per i neuroni.

Per l'analisi di homer condotta su ratti P7 e P@foposti ad MCAo0 sono stati usati i
seguenti anticorpi: rabbit polyclonal anti-homerelb(diluizione 1:50; Santa Cruz
Biotechnology); goat polyclonal anti-homer-1a (dilone 1:50; Santa Cruz Biotechnology);
Rabbit polyclonal GFAP (diluzione 1:1000; Chemidaternational, Temecula, CA); Mouse
polyclonal S100 (diluizione 1:1000; Sigma-Aldrich). Dopo tre lawvagn PB, fondamentali
per eliminare I'eccesso di anticorpo primario legat siti aspecifici, I'anticorpo primario
correttamente legato al proprio antigene € poilizato mediante l'uso dell’anticorpo
secondario, attuando un’incubazione in un luogeuinsi deve avere totale assenza di luce. E
in questo modo che si evita il “photobleaching’siad’alterazione e la perdita d’intensita di
fluorescenza del fluoroforo coniugato all’anticorgecondario, evento che porterebbe a
ottenere segnali piu deboli.

Le sezioni, quindi, sono state incubate per 2 lerapkratura ambiente con una
soluzione contenente gli anticorpi secondari: AlEk#or 488 donkey anti-rabbit, Alexa Fluor
594 donkey anti-mouse IgG e Alexa Fluor 594 dordety-goat (diluizione 1:400; Molecular

Probes, Invitrogen, Milano, Italia).
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Infine i nuclei sono stati marcati con DAPI (dilore 1:500; Sigma-Aldrich, Milan,
Italy). Il DAPI € un colorante fluorescente cheddgrtemente il DNA. Attraversa facilmente
le membrane cellulari ed e utilizzato per colodareellule vive o fissate. Nella microscopia a
fluorescenza il DAPI viene eccitato dalla luce aWioletta, quando lega la doppia elica di
DNA ha un massimo di assorbimento a 358 nm ed us&ome massima a 462 nm. Le
sezioni sono state montate su dei vetrini gelaatiz lasciate asciugare all’aria e ricoperte
con Fluoromount (Diagnostic BioSystems, Pleasan@h, USA) per far aderire il copri
oggetto e preservare la fluorescenza.

L’acquisizione delle immagini e stata effettuata dmate un microscopio a
flurescenza (Leica DMI6000B) equipaggiato con wladamera digitale ad alta risoluzione
(Leica DFC350FX) e software specifico (LAS AF6000).

L’immunolocalizzazione del segnale di homer e sidfettuata mediante microscopio
a laser confocale (Leica TCS-SP5), con un piamermmatico 40 X. Le immagini sono state
acquisite tutte a 0.4 micron e ricostruite mediamtesoftware confocale (LAS AF Lite;

Leica).

Analisi dei dati

| dati sono espressi come mediéS.E.M. e analizzati mediante ANOVA. L’analisi
statistica e stata eseguita come specificato is@ligole figure. Valori di P<0,05 sono stati

considerati statistcamente significati.
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3.10 — Microscopia elettronica

Anestesia e fissazione

Per l'analisi sono stati utilizzati ratti maschi r&gue-Dawley a P7, anestetizzati
mediante sodio pentobarbitale, somministrato ijna dose di 6 mg/100 g di peso corporeo.
| ratti sono stati immediatamente sottoposti a ysoine intracardiaca con PFA al 4% e
glutaraldeide 0.1% in PB. Dopo un’ora dalla peduas, i cervelli sono stati prelevati e
tagliati al vibratomo (Leica VT100) in sezioni dd @m a livello della corteccia frontale. Le
sezioni appartenenti a tale regione sono statetifbate mediante l'ausilio di uno

stereomicroscopio,

Immunoistochimica con DAB ed acquisizione delle iragini al microscopio elettronico

Le sezioni ottenute sono state crioprotette con solazione di glicerolo al 2% e
DMSO al 20% in PBS per 15 minuti e congelate e getate due volte in azoto liquido, al
fine di migliorare la penetrazione dell’anticorg@opo tre lavaggi in PBS (0.1 M, a pH 7.4),
le sezioni sono state pretrattate con perossiddrogeno 0.3 % in PBS per 10 minuti. Prima
di effettuare il trattamento con I'anticorpo printare sezioni sono state bloccate con NGS al
5% e BSA-c allo 0.1% in PBS (Aurion, The Netherlgnd poi incubate overnight a 4°C con
I'anticorpo primario (diluzione 1:50; rabbit antoimer-1la, Santa Cruz biotechology). Dopo
aver effettuato i lavaggi le sezioni sono statétdta con I'anticorpo secondario biotinilato
(diluizione 1:400; frammento anticorpale goat aabbit, Jackson Laboratories, USA ). Dopo

4 h di incubazione, le sezioni sono state inculpai®a per 2 h in un complesso avidina-
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biotina perossidasi (ABC, Elite, Vector LaboratsridJSA) e successivamente con una
soluzione di 3,3’ diamino benzidine tetrachlorid®AB8) allo 0,04% (Fluka, Switzerland) e
H202 allo 0.015%. Dopo aver trattato le sezioni t@omplesso DAB per I'amplificazione
del segnale, esse sono state post-fissate ingetoodi osmio al 4 % e con acetato di uranile.
Le sezioni cosi ottenute sono state montate sinvatrresina Ducarpan ACM (Fluka). La
resina viene fatta asciugare per 48 h ad una teanpardi 60°C.

Infine mediante l'ausilio di uno stereomicroscoso identifica la regione della
corteccia prefrontale mediale e ne viene prepanao trapezoide della lamina V.
Successivamente vengono tagliate delle sezionialsedi 60 nm utilizzando un
ultramicrotomo (Leica, EM UC6 ) e sistemate poi apposite microgriglie in oro. Le
immagini sono state acquisite mediante un micrascabettronico Phillips CM10 con
filamento in tungsteno di 80kV e raccolte poi atitltndo una camera digitale (MegaView llI,
SIS, Munich, Germany). Le immagini sono state elite utilizzando il software photoshop
(Adobe, San Jose, California, Stati Uniti) ed armdte mediante Neurolucida Software

(Microbrightfield, Willisto, Vermont, Stati Uniti)

Ricostruzione tridimensionale di sezioni seriali glicroscopia elettronica ed analisi

La serie di immagini acquisite mediante microscagl&itronico sono state arrangiate
in sequenza e automaticamente allineate usanddugmgrackEM2 , attraverso il software
Fiji. Una volta allineate, le strutture d’interegsgrocessi astrocitari contenenti i prodotti di
reazione della DAB) sono state riconosciute mogmamente e selezionate manualmente su
ogni sezione d’'immagine. Successivamente sono generati dei modelli tridimensionali

mediante il software Fiji , esportate e ricostraitemite il software Blender.
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| parametri morfologici maggiormente evidenti sostati automaticamente valutati
mediante software Fiji. Il volume totale ricostaudel neuropilo corrisponde all’area totale di
ciascuna sezione per lo spessore di una singolongeZ60 nanometri). Le sinapsi
asimmetriche (glutammatergiche) sono state classdi in 4 tipologie, in relazione

all’elemento sinaptico in contatto con il proceastrocitario.
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4 — RISULTATI

4.1 La somministrazione sistemica di leptina ridue il danno cerebrale indotto nei ratti
da 24 h di MCAO0 permanente

La somministrazione sistemica di leptina riducensigativamente il danno cerebrale
indotto da 24 h di MCAo permanente nei ratti. Itifafa leptina, somministrata (per via
sottocutanea) alla dose di 1 mg/kg 3 h prima de€llA®, riduce in maniera significativa
I'area ed il volume di infarto cerebrale nei ratiitoposti ad ischemia (figure 4.1 e 4.2)

La stessa dose di leptina, invece, somministrdtao6mmediatamente prima dell'induzione
dell'ischemia non ha alcun effetto significativd solume di infarto. Negli animali (n=3) a
cui e stata somministrata una dose bassa di leffijhiang/kg, 3 h prima 'MCAO0) il volume

di infarto cerebrale (534,89 56 mn?) & comparabile con quello degli animali contrate5)

(508,1+ 35,9 mn).

Fig. 4.1 — La somministrazione sistemica
3 Veicolo

Leptina (6h)
Bl Leptina (3h)
L Leptina (Oh) | Volume diinfarto cerebrale nei ratti sottoposti

(sotto cutanea) di leptina (1 mg/kg, 3h prima

600 dellMCA0), riduce significativamente il

ad occlusione permanente dellMCA. Invece

~
o
<

la somministrazione della stessa dose di
leptina 6 h e immediatamente prima (Oh)

dell'induzione dell'ischemia non modifica il

[
o
<

volume di infarto cerebrale rispetto a quello

Volume di Infarto (mm3)

osservato negli animali trattati con il solo

0

veicolo. Il volume di infarto cerebrale & stato

misurato dopo 24 h di MCAo permanente mediantei¢acoolorimetrica con TTC come descritto nel cdpito
“Materiali e metodi”. ** P<0,01 vs veicolo (ANOVAduna via seguita dal test di Dunnett; n=5-6 ¢

gruppo sperimentale).
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Il danno cerebrale causato dall’occlusione permi@neel’MCA coinvolge quelle regioni
cerebrali irrorate dall’arteria cerebrale mediayero la corteccia frontoparietale e lo striato
(figura 4.2A).

La somministrazione di leptina (1 mg/kg s.c. 3 hmar 'MCA0) riduce in maniera
significativa il danno cerebrale nelle regioni @npmbra ischemica come il caudato putamen

mediale e la corteccia motoria (figure 4.2A e 4.2B)
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Fig. 4.2— A) Sezioni cerebrali rappresentative colorate con €[B) Valori
dell'area di infarto cerebrale di ratti sottopoati24 di MCAo permanente,
trattati (s.c.) con veicolo (PBS, 1 mi/kg) o leptifl mg/kg) 3h prima
dell'induzione di ischemia. Il danno cerebrale etiico (area non colorata)
coinvolge tutte le regioni del tessuto cerebralerate dall’arteria cerebrale
media, inclusi striato e corteccia. La somministbae di leptina riduce |l
danno cerebrale ischemico nelle regioni perifocalne il caudato putamen
mediale e la corteccia motoria. *P<0,05 e **P<0y@tso le corrispondenti
sezioni cerebrali degli animali trattati con ve@dTest “t” di Student, n=6
ratti per gruppo sperimentale).
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4.2 — La somministrazione sistemica di leptina nomodifica il flusso ematico cerebrale

nei ratti sottoposti ad MCAo0 permanente

Per escludere la possibilita che la neuroprotezadtemuta con la leptina sia dovuta ad
un’alterazione della perfusione sanguigna cerepbiamo monitorato il flusso ematico
cerebrale (CBF) negli animali sottoposti a pMCAatttiti sia con leptina che con veicolo.
Non é stata evidenziata alcuna modificazione dedsth ematico cerebrale da parte della
leptina sia prima che dopo 'MCAO0 (fig. 4.3). Laluzione del CBF corticale, monitorata per
10 minuti dopo I'MCAO0 ¢ stata di 24.3% del basale negli animali trattati con veicd®§ 1

ml/kg) mentre nei ratti trattati con leptina (1 tkgk.c. 3 h prima 'MCAO0) é stata di #83%

del basale.
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Fig. 4.3 —La somministrazione s.c. di leptina (1 mg/kg, 3 fma
l'induzione dell MCAo) non modifica il flusso emeti cerebrale dei
ratti sottoposti a 24 h di MCAo permanente. La pataale di riduzione
del flusso sanguigno cerebrateisurato 10 minuti dopo l'induzione
del’lMCAo0 negli animali a cui & stato somministratosolo veicolo
(PBS) e stata di 213 % del valore basale. Mentre negli animali ttatta
con leptina la riduzione ¢ stata di 8 % del valore basale.
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4.3 — Effetti a lungo termine della somministrazioe sistemica acuta di leptina sul

volume di infarto cerebrale e sul deficit neurologto indotti da MCAo

Per valutare gli effetti a lungo termine della leptabbiamo misurato il volume di
infarto cerebrale, il deficit neurologico e il pesarporeo degli animali tre e sette giorni dopo
I'MCAO0.

Come si puo osservare nella figura 4.4, tre e ggarmi dopo I'occlusione dell’ MCA,
la leptina somministrata acutamente (1 mg/kg 8.&1,prima del’MCAO0) riduce in maniera

significativa il volume di infarto cerebrale

5001 [ Veicolo
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3 giorni 7 giorni
Tempo dopo MCAo

Fig. 4.4— Volume di infarto cerebrale misurato tre e sgtteni dopo MCAo
permanente nei ratti trattati (s.c.) con veicol®% 1 ml/kg) o leptina (1
mg/kg) 3 h prima dell'induzione di ischemia. *P<B,6 **P<0,01 vs veicolo
corrispondente (Test “t” di Student, n=4-6 ratti geuppo sperimentale).

Inoltre, la somministrazione s.c. di leptina (1 kgy/riduce in modo significativo il
deficit neurologico tre, quattro e sette giorni ddjinduzione del’'MCAo (fig. 4.5A) mentre
non si rileva alcuna modificazione del peso corpdfiy. 4.5B) che di per sé risulta ridotto a
seguito della procedura chirurgica e del tipo dirdacerebrale.

86



CAPITOLO 4

Risultati

-o- Veicolo
6- ) —— Leptina
Q
1%
3 4-
o .-
o
S
>
(V]
Z ,.
0 L L L L I | I !
o 1 2 3 4 5 6 7 8
Giorni dopo MCAo
350+
—— \eicolo
2 3004 -o- Leptina
o}
o
|
0
2 250
0
&)
2
@ 200
o
150 | I | | | | | 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Giorni dopo MCAo

Fig. 4.5 —NeuroscorgA) e peso corporeB) misurati per 7 giorni
consecutivi dopo occlusione permanente del’MCA rati trattati
(s.c.) con veicolo (PBS, 1 ml/kg) o leptina (1 n@/K3 h prima
linduzione dell'ischemia. *P<0,05 vs neuroscoresumato negli
animali trattati con veicolo (Test “t” di Studemt=4 ratti per gruppo
sperimentale).
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4.4 — Modulazione dei livelli di pSTAT-3 e p-Akt nda corteccia cerebrale dei ratti

ischemici trattati con leptina

L’analisi di western blotting per I'espressione teelli di pPSTAT-3 sugli omogenati
di corteccia cerebrale ha evidenziato che I'immeativita di pSTAT-3 € molta bassa nella
corteccia cerebrale degli animali sottoposti a @ 24 h) operazione sham e nella corteccia
controlaterale (non ischemica) dei ratti sottopasdih di MCAo (fig. 4.6)

Come mostrato in figura 4.6, i livelli di pSTAT-®m®0 drammaticamente aumentati
nella corteccia cerebrale ischemica (ipsilatergle¥0,001) dei ratti sottoposti a 3h di
occlusione permanente dellMCA.

I livelli di fosforilazione di STAT-3 risultano uriormente aumentati nella corteccia
ipsilaterale dopo 24 h di ischemia (fig. 4.6). Aegti tempi & evidente anche un aumento
dell'immunoreattivita a livello controlaterale. N@ono rilevabili differenze fra gli animali
trattati con leptina e quelli controllo (veicolopmb 3 h di MCAo, mentre dopo 24h di
ischemia il trattemento con leptina potenzia I'antoedella fosforilazione di STAT-3 (Fig.
4.6). L'analisi di western blotting per p-Akt dintos che i livelli di questa proteina sono
simili negli omogenati corticali degli animali shaennelle cortecce contro laterali degli
animali sottoposti a 3h 0 24h di MCAo (Fig 4.6).

L’insulto ischemico aumenta I'espressione di Aldftwilata nella corteccia ischemica
dei ratti sottoposti a 3 h di MCAo (fig 4.6). In@tnon ci sono differenze significative nei
livelli di questa proteina nell’emisfero ipsilatégdra gli animali trattati con leptina e quelli
iniettati con veicolo; tuttavia, si ha un aument@tisticamente significativo (P<0,05)
dell'espressione di p-Akt nei ratti trattati conpti@a rispetto alla corteccia ischemica

ipsilaterale dei ratti sham (fig. 4.6).
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Al contrario dei livelli di fosforilazione di pSTAB, quelli di p-Akt non aumentano
ulteriormente nella corteccia cerebrale dei ratticposti a 24 h di ischemia; infatti, i livelli di
p-Akt sono piu bassi di quelli osservati a 3 h dCAb sia dei gruppi veicoli che di quelli
trattati (fig. 4.6). Questi dati dimostrano cheubaento della fosforilazione di Akt in seguito
ad un insulto ischemico e transitorio, mentre pS¥3Adumenta progressivamente findah.

Inoltre, 'immunoreattivita di pPSTAT-3 aumenta aechella corteccia controlaterale
dei ratti sottoposti a 24 h di MCAo (fig 4.6). Lapkina non ha effetto sul time course della
fosforilazione di STAT-3 e di Akt indotta dall'info ischemico, ma aumenta selettivamente i

livelli di p-Akt dopo 3 h di ischemia e quelli dBFAT-3 dopo 24 h di MCAOo (fig. 4.6).
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Fig. 4.6 — Effetti della lepina sulla fosforilazioe di STAT-3 e Akt in seguito ad ischemia cerebraltcale
Mediante analisi di western blotting sono statiuradi i livelli di espressione di pSTAT-3 (tyr7053TAT-3
totale, p-Akt (ser473 Akt totale negli omogenati di corteccia cerebiptglaterale (1) e controlaterale (C) dei
ratti trattati con veicolo (veh) PBS (1ml/kg) o fe@ (lept) 1 mg/kg, sottoposti a 3 h e 24 h di MCA
permanente. | risultati sono rappresentativi di diferenti esperimenti. Gli istogrammi mostranaisultati
dell’analisi densitometrica delle bande autoradifighe; *P<0,05 e ***P<0,001 vs contralaterale (¢P<0,05
vs Sham 3 h.
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4.5 — Modulazione dei livelli di pSTAT-3 e p-Akt nde frazioni nucleari e citosoliche

della corteccia cerebrale dei ratti ischemici tratati con leptina

La fosforilazione sui residui di tirosina presesti STAT-3 pud essere scatenata da
diversi stimoli come citochine, fattori di cresciea ormoni Tali fattori determinano la
dimerizzazione di STAT-3 e la successiva traslanainel nucleo cellulare dove promuove
la trascrizione di numerosi geni coinvolti nei peesi di morte, proliferazione e
sopravvivenza cellulare.

Pertanto, al fine di meglio caratterizzare la madigdne di STAT-3 da parte della
leptina, abbiamo valutato se la neuroprotezionettaddall’'ormone & associata con variazioni
dei livelli nucleari di pSTAT-3 nella corteccia daitti sottoposti ad ischemia permanente.

Nelle frazioni nucleari e citosoliche della cortieccontrolaterale dei ratti sottoposti a
3 h di MCAo i livelli di pSTAT-3 sono bassi mentae24 h dall’ occlusione del’MCA si ha
un forte aumento di pSTAT-3 nelle frazioni nucleaa non in quelle citosoliche (fig. 4.7).

L’insulto ischemico aumenta significativamentewvielii di fosforilazione di STAT-3
sia nelle frazioni citosoliche che in quelle nudegdella corteccia ischemica ipsilaterale dei
ratti sottoposti a 3 h di MCAo (P<0,05 rispettocahtrolaterale) e questo aumento risulta
potenziato a 24 h di ischemia nelle frazioni nucl@@<0.001 vs 3 h) di corteccia cerebrale,
ma non in quelle citosoliche.

Un simile andamento € stato osservato nella cageschemica dei ratti trattati con
leptina (fig. 4.7). Inoltre, rispetto al veicol@ leptina aumenta i livelli di p-STAT-3 nelle
frazioni nucleari (P<0,01) dopo 3 h di MCAo menttepo 24 h di ischemia li aumenta

significativamente (P<0,01) nelle frazioni citosble (fig. 4.7).
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L’'immunoreattivita di p-Akt € stata rilevata nefi@zioni nucleari e citosoliche delle
cortecce dei ratti sottoposti ad operazione sham quelle controlaterali degli animali
sottoposti a 3h 0 24h di MCAo (fig. 4.7).

I livelli di fosforilazione di Akt aumentano nelleorteccia ischemica dopo 3 h di
MCAOo in entrambe le frazioni cellulari, citosolieanucleare, mentre dopo 24 h i livelli di Akt
fosforilata non aumentano ulteriormente (fig. 4.Tuttavia, rispetto ai controlaterali gli
aumenti piu significativi di p-Akt (p<0,05) sonoatt rilevati nelle frazioni nucleari della
corteccia ischemica dei ratti sottoposti a 24 batilusione permanente dellMCA (fig. 4.7).
La leptina non ha alcun effetto sul time course-@ikt indotto dall'ischemia ma aumenta in
maniera significativa i livelli di p-Akt nella fra@ane nucleare dei ratti sottoposti a 24 h di

MCAOo (fig. 4.7).
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Fig. 4.7 — Modulazione della fosforilazione di STAI3 e Akt nei nuclei e nel citosol corticali in
seguito ad ischemia cerebrale focale: effetti dellaomministrazione di leptina Mediante analisi di
western blotting sono stati studiati i livelli dsgressione di pSTAT-3 (Tyr705), STAT-3 totale, ptAk

(Ser473)e Akt totale nelle frazioni citosoliche e nucleatienute dagli omogenati di corteccia cerebrale

ipsilaterale e controlaterale dei ratti che hanmewuto veicolo (PBS 1ml/kg) o leptina (1 mg/kg)
sottoposti a 3 0 24 di MCAo permanente. | risulsatno rappresentativi di tre differenti esperime®i

istogrammi mostrano i risultati dell’analisi demsitetrica delle bande autoradiografiche;

**P<0.01 e **P<0.001 vs contralaterale (CJP<0.05 e%P<0.01 (Leptina vs Veicolo). °P<0.05,
°°P<0.01 e °°°P<0.001 (3h vs 24h).
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4.6 — Analisi regionale e cellulare dell’espressiendi pSTAT-3 nel cervello dei ratti

ischemici trattati con leptina

Mediante esperimenti di immunofluorescenza abbiaarmalizzato i livelli di
espressione di pSTAT-3 in diverse aree cerebralfetmando, come gia dimostrato con |l
western blotting (fig. 4.6), che questo fattorest¢rizionale € debolmente attivato nei ratti
sham (dati non mostrati), mentre risulta fortemettevato nel cervello dei ratti sottoposti a
pMCAo con una differente localizzazione regionalecadlulare a seconda della durata
dell'insulto.

Infatti, dopo 3 h di MCAo permanente, limmunotdata di pSTAT-3 €&
significativamente aumentata nelle regioni di pebmandell’emisfero ipsilaterale, ovvero
nello striato ventrale e nella corteccia motori&.(f4.8). Inoltre, 'immunoreattivita di
pSTAT-3 é stata rilevata nelle meningi, nella zpedventricolare dell’emisfero ipsilaterale e
nella porzione esterna della corteccia motoridapsiale (fig. 4.8 A-D).

Nel core, a livello striatale, dopo 3h di pMCAo0,TpSI-3 € stato rilevato solo nelle
cellule intravascolari (dati non mostrati). Nellarteccia pSTAT-3 non aumenta nei neuroni,
come dimostra I'analisi con il marker specifico peeuroni NeuN (fig. 4.8 C,G,M,Q), ma in
altri tipi cellulari ed in particolare negli astibc(GFAP positivi) (fig. 4.9 C,G,M). I
pretrattamento con leptina (1 mg/kg s.c. 3 h prdteWMCA0) aumenta significativamente
I'espressione di pSTAT-3 nella penombra a livelboticale ed in particolare, nel nucleo degli
astrociti localizzati nella corteccia motoria (fig.9 G) e nello strato interno della corteccia
frontale (fig. 4.9 M).

L’aumento dell'immunoreattivita per pSTAT-3 indottial pretrattamento con leptina

e stato anche osservato dopo 24 h di MCAo permangigt 4.10). A questo stadio del
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danno, 'immunoreattivita di pSTAT-3 e stata prpedmente rilevata a livello dei neuroni ed
in altri tipi cellulari, molto probabilmente celkiimicrogliali delle regioni di perinfarto della
corteccia motoria (fig. 4.10 A-H); mentre, nellagiae del core a livello della corteccia
parietale, pSTAT-3 non €& espresso nei neuroni maltm tipi di cellule, verosimilmente

microglia (fig. 4.10 O-R). Invece nel layer interdella corteccia frontale, c’e un evidente

colocalizzazione del segnale di pSTAT-3 con GFA®. ¢.11).
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Fig. 4.8 — Immunoreattivita di pSTAT-3 e NeuN nellacorteccia motoria controlaterale (C) ed
ipsilaterale (1) dei ratti sottoposti a 3 h di MCAo permanente La leptina (1 mg/kg, s.c.) o il veicolo
(PBS, 1 ml/kg) sono stati somministrati 3 h pririiadiuzione dell MCAo. | nuclei sono stati coloratn

DAPI. Scale bars = 200m (A-N) and 10Qum (O-R).
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Veicolo

Leptina

Leptina

Fig. 4.9 — Immunoreattivita di pSTAT-3 e GFAP nellacorteccia motoria ipsilaterale (A-
H) e nel layer interno della corteccia frontale (IN) dei ratti sottoposti a 3 h di MCAo
permanente La leptina (1 mg/kg, s.c.) o il veicolo (PBS, Ikg) sono stati somministrati 3
h prima I'induzione dell MCAo. | nuclei sono statilorati con DAPI. Scale bars = 2(n

pSTAT3 NeuN merged +DAPI

Corteccia motoria

Corteccia parietale

Fig. 4.10 — Immunoreattivita di pSTAT-3 e NeuN nelh corteccia motoria (A-H) e nella
corteccia parietale (I-R) dei ratti sottoposti a 24h di MCAo permanente La leptina (1
mg/kg, s.c.) o il veicolo (PBS, 1 ml/kg) sono s&dimministrati 3 h prima l'induzione dell
MCAOo. | nuclei sono stati colorati con DAPI. Scalgrs = 10Qum
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pSTAT3 GFAP merged +DAPI

.-

Fig. 4.11 — Immunoreattivita di pSTAT-3 e GFAP neld corteccia frontale ipsilaterale
(strato interno) dei ratti sottoposti a 24 h di MCAo permanentel nuclei sono stati
colorati con DAPI. Scale bars = 2fn (A-D) e 100um (E-H)
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4.7 — Modulazione di TIMP-1 nella corteccia cerebri® dei ratti trattati con leptina

sottoposti a 24 h di MCAo0 permanente

TIMP-1 & uno dei geni target di STAT-3, che vierivato dalla leptina in vitro.
L’espressione di TIMP-1 non aumenta nella corteceigebrale dei ratti sottoposti a 3 h di

MCAOoO o0 ad operazione sham (dati non mostrati).

Tuttavia I'espressione di TIMP-1 aumenta in manisignificativa nella corteccia
ipsilaterale dopo 24 h di MCAo permanente (fig.23.XCome mostra la figura 4.12 la leptina

aumenta I'espressione corticale di TIMP-1 nei sittopsti ad MCAo.
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Fig. 4.12 —Modulazione dell’espressione di TIMP-1 in
seguito ad ischemia cerebrale focale: effetto dellaptina.
L'analisi € stata fatta mediante western blottingpmegenati

di corteccia cerebrale dellemisfero ipsilaterale e
controlaterale dei ratti trattati con veicolo (PBBnl/kg) o
leptina (1 mg/kg) sottoposti a 24 h di MCAo permaee
**P<0.01 e **P<0.001 vs controlaterale (C}*P<0.01
(Leptina vs Veicolo)
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4.8 — Caratterizzazione e localizzazione cellulardell’espressione di homer-1b/c e di

homer-1a nel cervello di ratto in eta perinatale () e adulto (P30)

by

La localizzazione di due differenti isoforme depeoteinascaffold homer e stata
valutata mediante esperimenti di immunofluorescemzasultati ottenuti dimostrano che
I'isoforma homer-1b/c & espressa negli astrocitadmrteccia cerebrale (layer I, Il e V) dei
ratti in etad perinatale (P7) e dei ratti adulti @P3fig. 4.13). In particolare, il segnale di
homer-1b/c € localizzato sia sul soma che nellaipoe apicale dei processi astrocitari.

Al contrario, lisoforma homer-laisulta debolmente espressa nella corteccia
cerebrale dei ratti P7 e P30 (fig. 4.14), conferdmaquando gia verificato mediante western
blotting (dati non mostrati). In quest’area ceréréocclusione transitoria del’MCA induce
un aumento significativo dell’espressione di horbar-L'immunoreattivitd di homer-1a é
localizzata prevalentemente a livello neuronaleodégh dall'insulto, mentre, dopo 24 h e 7
giorni dall’occlusione del’MCA il segnale di homén €& espresso negli astrociti SO0

positivi (fig. 4.15).
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Fig. 4.13 — Immunoreattivita di homer-1 b/c nella orteccia cerebrale dei ratti in eta perinatale P7

e dei ratti adulti P30. Il segnale di homer-1 b/c (rosso) colocalizza cdtAB (verde) della corteccia
ischemica dei ratti P30 e con SBOerde), nella corteccia dei ratti P7. Il segndiehomer-1 b/c &

localizzato nel soma e nella porzione apicale daigssi astrocitari.

P7

Homer ta
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Fig. 4.14— Immunoreattivita di homer-1a nella corteccia cerebale di ratti in eta
perinatale (P7) e di ratti adulti (P30) L’isoforma homer-1a, al contrario di homer 1
b/c non é espresso nella corteccia dei ratti adultai ratti perinatali. In particolare il
segnale di GFAP e di S1P(Qverde) non colocalizza con il segnale di homer-la
(rosso).

GFAP-GFP

Max Prajection

99



CAPITOLO 4

Risultati

Homer-1a Time Course

¥

S 100§

7 giorni

P
Lexmmbra

Homer 1 a

Fig. 4.15 — Immunoreattivita di Homer-1a nella coreccia motoria ischemica dei ratti sottoposti a 6
h, 24 h e 7 giorni di MCAo transitoria. Il segnale di homer-1a (rosso) € stato rilevatglirestrociti

della corteccia ischemica dei ratti sottoposti dddi MCAo e 24 h e 7 giorni di riperfusione.
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4.9 — Analisi morfologica e morfometrica di astrodi a contatto con sinapsi

glutammatergiche nella corteccia cerebrale di rattsottoposti a MCAO

L’espressione e la localizzazione cellulare di hefdee nella corteccia cerebrale di
ratti sottoposti ad MCAo0 transitoria € stata utiemiente valutata mediante microscopia
elettronica (EM).

Le immagini in serie di EM evidenziano 'aumentaispressione di homer-1a nelle
sinapsi glutammatergiche (spine dentritiche) e inegkrociti della corteccia cerebrale
ischemica. Mentre i livelli di homer-1a non sonkevati nella corteccia controlaterale (fig.
4.16). In queste condizioni sperimentali e stataliamata la morfologia dei processi
astrocitari a livello delle sinapsi glutammatergicfocalizzando I'attenzione sulla modalita in
cui gli astrociti occupano l'interfaccia spina-assola ricostruzione delle spine sinaptiche
puo essere suddivisa in quattro differenti classi:

* monolaterale la sinapsi € toccata parzialmente nell'interfactia la spina e
'assone;

» Dbilaterale: la sinapsi e rivestita piu del 95% dall’astrogita

» presinaptico: la sinapsi e toccata dall’astrocita solo sulltass

» postsinaptica la sinapsi e toccata dall'astrocita solo a liwellella spina
dentritica.

Nella fig. 4.16 € mostrato un esempio di ricostougi astrocitaria. In particolare, &
possibile notare che nel tessuto non ischemica ¢ir86% delle sinapsi glutammatergiche
sono a diretto contatto con l'astrocita e questhdt riveste una significativa parte
dell'interfaccia tra I'assone e la spina (fig. 4a).6Nelle condizioni post-ischemiche (4.16c),

I'astrocita reattivo mantiene la stessa percentdat®ontatti con le sinapsi glutammatergiche
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(fig. 4.17) ma la copertura dell'interfaccia spiassone di tipo bilaterale é significativamente
diminuita (fig. 4.17). Questi risultati suggeriscoohe gli astrociti reattivi non modificano |l
numero di sinapsi con cui entrano in contatto mes@mtano una riduzione debverage

bilaterale.

Fig. 4.16 — Sezioni in serie di microscopia elettnica (ME) e ricostruzione 3D di astrociti e sinapsi
glutammatergiche Fig. a) e c) serie di sezioni di ME di un asttegiormale (verde) e reattivo (homer-
la positivo) e di sinapsi glutammatergiche (azzuri@ssone; Blu=spine; rosso=densita sinaptica;
verde=astrocita) di cervello di ratto. Figura bdpricostruzione 3D (serie di 38 sezioni di 60 nm)
astrocita normale (b) ed astrocita reattivo (d)n@bed a” evidenziamo la ricostruzione dei dueqassi
grossi dell'astrocita (verde, bianco) e di alcuimagsi glutammatergiche (azzurro= assone; Blu=spine
rosso=densita sinaptica).
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Table 1. Analisi morfometrica del processo astrocitario ricostruito
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Fig. 4.17 — Analisi del grado di contatto tra astroita e sinapsi glutammatergiche?) percentuale del
numero di sinapsi a contatto con i processi degilioaiti reattivi e normali in 2,2m di spessore. B)
percentuale di 4 tipi differenti di contatto: Moatdrale: la sinapsi & toccata parzialmente
nell’interfaccia tra la spina e l'assone; Bilaterala sinapsi € rivestita piu del 95% dall'astracit
Presinaptico: la sinapsi & toccata dall'astrociiéo sull’assone; Postsinaptico: la sinapsi € tarcat

dall'astrocita solo a livello della spina dentrétic

Fig. 4.18 — Ricostruzione 3D di sinapsi bilateraliA) sezioni di microscopia elettronica e B)
ricostruzioni 3D di una sinapsi glutammatergicaufblspina sinaptica; rosso= densita postinaptica;
azzurro= assone) rivestita quasi completament&adtthcita (overagebilaterale)
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5 — DISCUSSIONE

| dati ottenuti nel presente lavoro di ricerca datnano che il pretrattamento sistemico
acuto con leptina riduce il volume di infarto cewb ed il deficit neurologico nei ratti
sottoposti ad ischemia cerebrale focale permanéat@europrotezione € a lungo termine e
coinvolge la modulazione della fosforilazione di AAF3. Infatti, 'aumento precoce di
pSTAT-3 nucleare indotto dalla leptina negli astiodella penombra ischemica potrebbe
contribuire agli effetti benefici di queste celludall’evoluzione del danno tissutale. Inoltre,
'aumento di pSTAT-3 indotto dalla leptina nei nenirdopo 24h di pMCA0 € associato con
un aumento dell’'espressione di TIMP-1 nella coiltgcsuggerendo il suo possibile
coinvolgimento nella neuroprotezione esercitatdiatipochina.
Studi precedenti hanno evidenziato che questo cerhanimportanti effetti neuroprotettivi nel
danno eccitotossico. Gli effetti neuroprotettivi duesta molecola furono inizialmente
dimostrati in colture neuronali di topo esposte afjetti eccito tossici del glutammato (Dicou
et al., 2001). Infatti il pretrattamento di coltypeimarie di neuroni con leptina per 20 ore
protegge le cellule nervose dalla morte cellulaigoita da NMDA, e l'inibitore di JAK2,
AG490, antagonizza gli effetti dell'adipochina. lreeuroprotezione e stata ulteriormente
documentata da successive analisi, le quali comsfieorche il pretrattamento di neuroni
ippocampali di ratto con leptina per 24 ore aumehtaumero di cellule sopravvissute al
trattamento con NMDA (Guo et al., 2008). Altri stuch vitro hanno dimostrato che
I'adipochina protegge i neuroni corticali primarirdtto sottoposti a deprivazione di glucosio
ed ossigeno (OGD) attraverso la modulazionepd#thwaydelle MAP chinasi, ERK1/ERK2

(Zhang et al., 2007).
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Si é documentato, inoltre, che la leptina proteggeuroni corticali di topo sottoposti ad
OGD attraverso l'induzione, c-Rel-mediata, dell'&gsione del fattore antiapoptotico Bcl-xL
(Valerio et al., 2009).

In vivo,la neuroprotezione da leptina e stata osservaldferenti modelli animali di
ischemia cerebrale globale e focale. Infatti, géostdocumentato che la somministrazione
sistemica di quest’adipochina protegge i neuroniogi sottoposti ad occlusione transitoria
(Zhang et al., 2007; Si et al., 2009) o permané¢vigderio et al., 2009; Avraham et a 2010)
dell'arteria cerebrale media, ma non abbiamo alcun@rmazione sull’effetto di questa
molecola sui ratti.

| dati ottenuti da questo lavoro di ricerca rapprgano la prima evidenza degli effetti
di questo ormone proteico in un modello di MCAomanente nel ratto e sono in linea con le
precedenti evidenze che documentano gli effettiebieindi questa molecola in condizioni
sperimentali simili nel topo (Valerio et al., 200®;raham et al., 2010).

Inoltre e stato possibile estendere le evidenzecegienti, dimostrando che la
neuroprotezione avviene attraverso un trattamesutoacon leptina (3 h prima del’lMCAO) e
I'effetto protettivo € a lungo termine essendo aggo ad una riduzione significativa del
volume di infarto e del deficit neurologico finoaragiorni dopo l'induzione dell’ischemia.

Sebbene la somministrazione acuta di dosi farmgadie di leptina (10-1000 mg/kg)
sia capace di aumentare le concentrazioni plasheatc metaboliti del nitrossido (NO) e del
suo secondo messaggero cGMP (Fruhbeck, 1999; Bsdyoet al., 2002, 2004; Mastronardi
et al., 2009), studi condotti in animali cosciesuggeriscono che I'induzione del NO indotta
dalla leptina nell’endotelio non produce effetti @dmamici significativi (Mitchell et al.,

2001). In accordo con Zhang et al., (2007), noriaabb osservato variazioni significative del
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flusso sanguigno cerebrale dopo il trattamento leptina, escludendo in questo modo la
possibilita di modificazioni emodinamiche come pl#s meccanismo neuroprotettivo.

Inoltre abbiamo dimostrato che la somministrazioeda leptina all'inizio e dopo
'MCAo non ha alcun effetto neuroprotettivo. Questancata neuroprotezione e stata
osservata anche nei topi sottoposti a MCAo tranaitMcColl et al., 2010). Al contrario,
Zhang et al (2007) osservano un effetto neuropgnrotetnei topi trattati con leptina
somministrata 90 minuti dopo l'inizio della ripesione. L’apparente discrepanza tra queste
evidenze ed i nostri dati potrebbe essere giuatdiclai differenti modelli e specie di animali
utilizzati e quindi dalla natura e dallintensit&lkinsulto ischemico, essendo I'ischemia
permanente insensibile al post-trattamento cornnapt

Studi clinici suggeriscono che elevati livelli deptina nel sangue, come quelli
riscontrabili comunemente nei soggetti obesi, nomosassociati con I'aumento del rischio
cardiovascolare (Wallace et al., 2001; Wolk et2004; Dellas et al., 2008). Infatti, differenti
analisi condotte su larga scala hanno riportatoomaynti correlazioni tra aumento dei livelli
plasmatici di leptina stroke(Soderberg et al., 2004; Sierra-Johnson et al.7R0nfine, studi
sperimentaliin vivo hanno confermato che la leptina esercita un effetiotrombotico
(Konstantinides et al., 2001; Bodary et al., 2002).

Ulteriori sperimentazioni cliniche hanno confermdtesistenza di un aumento del
rischio distrokein individui obesi (Winter et al., 2008). Infaiti modelli di animali obesi
sottoposti ad ischemia é stato evidenziato un noagglanno cerebrale (Terao et al., 2008) e
questi effetti sembrano essere indipendenti dabacanza di leptina. La somministrazione
sistemica di leptina in topi obesi ob/ob non migido stato inflammatorio e l'insorgenza di

trasformazioni emorragiche caratteristiche tipicte danno ischemico (Terao et al., 2008;
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McColl et al., 2010).

Poiché I'obesita potrebbe essere una consegueliaaestenza alla leptina (Banks,
2008), dovuta ad un minor trasporto della stessavatrso la barriera ematoencefalica
(Bancks et al.,1999; Bancks & Farrel, 2003; Burguet al., 2000). Il diminuito passaggio
della proteina al cervello potrebbe essere respiesdel’aumento della suscettibilita dei
soggetti obesi ad un insulto ischemico.

Nel lavoro di Valerio et al., (2009) e documentatbaumento dei livelli di mMRNA e
dell'espressione della leptina, in particolar modella microglia e nei macrofagi della
corteccia cerebrale periischemica dei ratti sotstipad MCAo permanente. L'induzione della
produzione di leptina in queste cellule potrebbgprasentare un possibile meccanismo di
protezione endogena attivato sia localmente chdepeamente attraverso cui la leptina
contribuisce al recupero del tessuto danneggiato.

Al fine di valutare i meccanismi molecolari allaseadella neuroprotezione da leptina,
studi precedenti hanno principalmente focalizzatdoko attenzione sugli effetti di questa
molecola sui neuroni. Infatti, Zhang et al., (200@nno dimostrato che la neuroprotezione
osservata durante la riperfusione e in strettaetaxione con 'aumento dell’espressione di p-
ERK nei neuroni corticali; mentre, sembra che lingne di geni a valle di cRel, come Bcl-
XL, nelle cellule neuronali dei topi sottoposti MiICAo0 permanente sia il meccanismo
principale di sopravvivenza cellulare (Valerio &t 2009). Allo stesso modo, un aumento
della fosforilazione di Akt e ERK1/2 nei neuronilldgea CAl sono alla base della
neuroprotezione dell'adipochina in un modello dhismia cerebrale globale nel ratto (Zhang
& Chen, 2008).

Il fattore di trascrizione STAT-3 e uno dei pringipmediatori attivati dal recettore
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della leptina ObR nel cervello, (Ghilardi et al996; Vaisse et al., 1996) ma il suo contributo
sugli effetti neuroprotettivi della leptina dopeli®mia é stato solo marginalmente studiato.

I livelli di espressione di pSTAT-3 misurati atteagowesternblotting in omogenati
di tessuti cerebrali ischemici di roditori sono sagdermente modulati dal trattamento con
leptina (Zhang et al., 2007; Zhang and Chen, 2Q@®pabilmente perché questo mediatore e
localizzato in differenti tipi cellulari (neuroni glia) e in diversi compartimenti subcellulari
(nucleo e citoplasma) (Aeronson & Horvath, 20028ndendo poco apprezzabili le sue
modificazioni.

Utilizzando un metodo sperimentale di frazionameo®lulare, combinato con
un’analisi di immunofluorescenza, abbiamo dimostrahe I'attivazione di pSTAT-3 in
specifici tipi cellulari potrebbe rappresentare oreccanismo cruciale alla base della
neuroprotezione.

L’espressione di pSTAT-3 aumenta in maniera sigativa nell’emisfero ipsilaterale
dopo MCAo0 permanente, e la sua traslocazione nuécleamenta con la progressione
dell'insulto. La neuroprotezione da leptina € aggaccon l'aumento di pSTAT-3 nelle
frazioni nucleari (a 3 h di MCAO0) e citosolicheZd h di MCAO0) nella corteccia ischemica.
Un aumento della fosforilazione di pSTAT-3 sulla-#5 e stato gia documentato dopo
MCAo0 permanente e transitoria (Suzuki et al., 200&n et al., 2001).

Wen et al.,, (2001) utilizzando un modello permaeedi occlusione dell’arteria
cerebrale media, dimostrarono che il segnale diydS3 colocalizza con le cellule TUNEL-
positive, portando gli stessi autori del lavoroostenere che pSTAT-3 conduce a morte le
cellule nervose. Invece, Satriotomo et al., (20di&)ostrarono che, utilizzando degli SIRNA

per inibire STAT-3, si ha una diminuzione del vokui infarto cerebrale indotto mediante
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MCAO nei ratti ipertensivi. In questo studio, STATe principalmente attivato nelle cellule
microgliali e macrofagiche, i principali bersagkel citochine inflammatorie rilasciate in
seguito ad un intenso processo flogistico. Infattpossibile che, a causa del vasto danno
cerebrale, osservato nebre dei ratti ipertensivi ischemici, le cellule infianatorie possono
annullare la neuroprotezione osservata nei ne@roeile cellule gliali.

Nonostante il fatto che questi studi suggeriscohe la fosforilazione di STAT-3
potrebbe essere coinvolta nella morte delle cetelerose dopo ischemia cerebrale (Wen et
al., 2001; Satriotomo et al., 2006), i nostri daino in linea con quelli che attribuiscono a
questo fattore trascrizionale un ruolo neuroprovtet{Suzuki et al., 2001; Yamashita et al.,
2005; Komine-Kobayashi et al., 2006). Infatti, ST-ATinduce la trascrizione di geni
neuroprotettivi come bcl-2; bcl-xL (Grad et al., 000 Stephanou et al., 2000) e TIMP-1 (Lin
et al., 2006) e gioca un ruolo fondamentale nelldugpo della tolleranza all'ischemia
attraversgreconditioning ischemico (Xuan et al., 2001). In accordo con tpiesidenze, nel
presente studio abbiamo osservato che la proteZimwta dalla leptina nel modello di
MCAoO permanente e associata con un aumento dekssipne di TIMP-1 nella corteccia
ischemica.

In alternativa, 'aumento di STAT-3 da parte dddatina induce la trascrizione del
fattore SOCS-3 (Bjorbaek et al., 1998a), il quatfettua un’inibizione negativa su JAK-2
(Bjorbaek et al., 2000). Dopo MCAo0 permanente aditaria si ha un aumento dei livelli di
MRNA di SOCS-3 (Bates et al., 2001; Raghavendraetaal., 2002), e utilizzando degli
“antisense gene knockddwohe inducono una riduzione dell’espressione diCSEB si
ottiene una significativa diminuzione del volumerdarto cerebrale (Raghavendra rao et al.,

2002), suggerendo il ruolo benefico di SOCS-3 sutiluzione del danno ischemico.
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| nostri dati dimostrano che la neuroprotezione leptina, 3 h dopo I'MCA0
permanente, € associata con un aumento dell’egpmessi pSTAT-3 nei nuclei degli astrociti
nella corteccia (penombra). Studi precedenti hastordermato che tale proteina agisce sulle
cellule della microglia e dei macrofagi del cergeh seguito atroke(Valerio et al., 2009) e
che le cellule gliali esprimono sia la forma cacte quella lunga del recettore per la leptina
(De Matteis & Cinti, 1998; Diano et al., 1998; Hosbal., 2000; Pinteaux et al., 2007).

Inoltre, gli astrociti esprimono ObR (CheunsuangVrris, 2005; Hsuchou et al.,
2009a, b) e la loro modulazione da parte dell’'achijpma e coinvolta nella regolazione
dell'assunzione di cibo e nel riarrangiamento dslleapsi ipotalamiche (Garcia-Caceres et
al., 2011).

Il fattore di trascrizione STAT-3 svolge un ruolonflamentale nella differenzazione
degli astrociti (Rajan & McKay, 1998) e nella regmibne dell’espressione di GFARarker
selettivo dell’astrogliosi, mediante il riconoscinte di specifiche sequenze presenti nel
promotore di GFAP (Takizawa et al., 2001). In matare € stato dimostrato che topi GFAP
knockoutsottoposti ad ischemia cerebrale transitoria hammanaggiore volume di infarto
corticale ed un’aumentata pressione intracranicaw@shiro et al., 2000, 2002). Il ruolo
cruciale di STAT-3 nella regolazione dell’'astrogiiaeattivain vivo € stato constatato in
numerosi modelli sperimentali, come le lesioni bea& eccitotossiche (Acarin et al., 2000),
quelle indotte dall'acido kainico (Choi et al., 3¥), I'infammazione (Gautron et al., 2002),
il danno al midollo spinale (Herrmann et al., 20@kada et al., 2006) ed in modelli di
ischemia cerebrale focale e globale transitoriat{da et al., 2000; Choi et al., 2003b).

Il ruolo protettivo degli astrociti reattivi nellstrokee stato ben documentato da Li et

al., 2008. In condizioni ischemiche, I'attivaziodella via di trasduzione di STAT-3 negli
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astrociti € alla base degli effetti neuroprotettilelle citochine che agiscono sul recettore
gp130, lo stesso meccanismo molecolare utilizzataetettore della leptina ObR (baumann
et al., 1996; Choi et al 2003b). Inoltre, raleconditioningischemico, si ha un’elevata
attivazione del fattore di trascrizione STAT-3 neagtrociti con effetti benefici sul danno
ischemico (Kim et al., 2004). Un’alterata attivarmodi STAT-3 negli astrociti sembra anche
essere alla base dell'aumentata risposta neuroinfetoria che si rileva negli animali anziani
sottoposti ad ischemia (DiNapoli et al., 2010).

In linea con queste evidenze, i nostri dati suggeno che I'attivazione di STAT-3
contribuisce all'attivazione degli astrociti in abmioni ischemiche ed € molto importante
notare come l'effetto neuroprotettivo della leptsia dovuto proprio alla regolazione precoce
della gliosi reattiva, attraverso la fosforilaziorsel fattore di trascizione STAT-3.
L’astrogliosi reattiva rappresenta quindi il pripaie meccanismo attivato precocemente dalla
leptina dopo MCAO0 permanente per proteggere ittergperiferici della penombra ischemica.
Nel presente lavoro di tesi abbiamo voluto apprdii@nil ruolo degli astrociti reattivi in un
modello di ischemia cerebrale focale transitorierago. In particolare, abbiamo analizzato la
precisa localizzazione e I'espressione cellulatiageoteinascaffoldHomer-1a.

Mediante analisi di immunofluorescenza, abbiamo odimato, che in condizioni
fisiologiche, gli astrociti della corteccia cereleralei ratti P7 e P30 esprimono I'isoforma
Homer-1b/c. Mentre i livelli di Homer-1a, la cuipgsssione € quasi nulla in condizioni
basali, aumenta a seguito dell'insulto ischemiao.phrticolare a tempi precoci, a 6 h
dall'ischemia, la proteinacaffoldHomer-1a aumenta principalmente nei neuroni, reea4
h fino a 7 giorni dall'insulto, tale proteina e #&izzata negli astrociti della corteccia

cerebrale.
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Precedenti studi hanno dimostrato che 'aumentaizss di Homer-1a nei neuroni
riduce la misura e la densita delle spine sinaptildiminuisce I'espressione di altre proteine
scaffoldcome Shank, PSD-95, ma anche dei recettori AMPMWMIDA (Sala et al., 2003).
Inoltre, l'aumentata espressione di Homer-la dimstei I'ampiezza delle correnti
postsinaptiche eccitatorie (Sala et al., 2003).rébente lavoro dimostra che I'inibizione di
Homer-1la, mediante shRNA, peggiora lo stato infiatomo in un modello di dolore
neuropatico (Tappe et al., 2010).

Numerosi studi hanno dimostrato che gli astroeiéittivi modificano la loro struttura
citoscheletrica, aumentano la sintesi di molecola& GFAP, vimentina e nestina (Nathaniel
& Nathaniel 1981; Schmidt-Kastner et al., 1990;itBegt al., 1990). Questo processo viene
oggi definito con il nome di gliosi reattiva. Inad{ queste cellule aumentono il numero di
piccoli processi cellulari che si dipartono dal sorfiali meccanismi portano come risultato
finale ad una aumentata ipertrofia cellulare (Wiisson et al. 2006).

Wilhelmsson et al. (2006) dimostrarono che l'aurnedéll’ipertrofia e il grado di
attivazione degli astrociti limita la perdita sitigp. Inoltre, come gia discusso
precedentemente, I'ischemia determina un aumenteotleme di infarto cerebrale in topi KO
per GFAP (Nawashiro et al., 2000a, 2002b).

E noto che gli astrociti esprimono sulla loro meantar i recettori metabotropici del
glutammato mGIuR. L’eccessivo rilascio di questomé&asmettitore eccitatorio, in seguito
ad ischemia, attiva questi recettori con conseguglatscio di mediatori come il glutammato
(Bezzi et al., 2004), prostaglandine (Zonta et241Q3) e TNk (Bezzi et al., 2001).

Mediante analisi di immunofluorescenza e microsgoplettronica abbiamo

evidenziato, a 7 giorni dall'insulto ischemico, uakevata espressione di Homer-1a negli
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astrociti.

Tale proteina potrebbe funzionare da dominante tivegdi questo sistema inibendo
in particolar modo [l'ulteriore rilascio di glutammboae di altri mediatori mediante la
modulazione dei livelli di calcio intracellulare Tet al., 1998; Kammermeier et al., 2000; .
Kammermeier et al., 2008)

Successivamente, attraverso microscopia elettroaicecostruzione 3D, sono stati
valutati gli aspetti morfologici e morfometrici degstrociti reattivi nella corteccia cerebrale
ischemica. Dall’'analisi morfometrica eseguita, atstdimostrato che [l'astrocita reattivo
aumenta I'espressione di proteine citoscheletr{da#i non mostrati) e cambia la morfologia
cellulare, pur mantenendo la percentuale del gthdmntatto con l'interfaccia spina-assone
delle sinapsi glutammatergiche. Da questa analisbltre, si evince una riduzione
significativa del numero di contatti bilaterali amho alle sinapsi glutammatergiche ed un
aumento invece, di quelli presinaptici.

| contatti bilaterali aumentano in seguito a megrandi plasticita sinaptica (Genoud
et al., 2006), ma nessuno studio finora ha dimtstla loro modulazione in condizioni
patologiche. Infatti, con tale lavoro si documepéa la prima volta una riduzione dei contatti
bilaterali a seguito di ischemia. Ulteriori studin® comunque necessari per comprendere il
ruolo degli astrociti reattivi nella fisiopatologdell'ischemia cerebrale e di come Homer-1a
puo modulare [lattivita delle sinapsi glutammatehgi. Una piu dettagliata analisi
morfometrica del volume e dell’area dell’astrocithel volume delle spine, dell’area della
densita postsinaptica e dell’area delle spine cmpétera di definire meglio sia gli aspetti
morfologici che funzionali degli astrociti reattivLa comprensione di tali meccanismi

risulteranno fondamentali per la scoperta di nymssibili targets farmacologici e per una
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migliore comprensione dei meccanismi alla baseadelbdulazione dell’astrocita da parte
della leptina durante le fasi precoci del dannbeésaico.
Al contrario, a tempi piu tardivi (24 h dopo I'MCAoosserviamo che 'aumento di pSTAT-3
avviene principalmente nei neuroni della cortecperischemica e nelle cellule gliali
dell'intero emisfero ispilaterale Questi dati somo linea con altre evidenze ottenute in
modelli animali di MCAo transitoria (Planas et al996; Suzuki et al., 2001; Komine-
Kobayashi et al., 2006; Dziennis et al., 2007).u'ento di pSTAT-3 protegge i neuroni
della corteccia cerebrale (penombra) dall'insuichemico, molto probabilmente attraverso
I'attivazione di geni che mediano la sopravvivecetiulare come per esempio TIMP-AL
contrario invece, I'attivazione eccessiva di STARéla microglia e nei macrofagi potrebbe
avere un ruolo dannoso per il cervello come dinadgtrin condizioni di ischemia e
riperfusione (Satriotomo et al., 2006). Cio suggmFiche questo mediatore puo avere funzioni
diverse a secondo del tipo cellulare in cui viettiwato.

In accordo con evidenze sperimentali precedentibé®h et al., 2002; Zhao et al.,
2005; Amantea et al., 2009), abbiamo constatatneheatti sottoposti a MCAo permanente
si ha un attivazione transiente di p-Akt nella eocia ischemica. L’attivazione dpathway
PI3K/Akt é fondamentale per la sopravvivenza neal®mella penombra ischemica (Shibata
et al., 2002; Zhao et al., 2005) e protegge lauetalla morte (Fukunaga & Kawano, 2003;
Zhao et al., 2006). La leptina attiva il segnalePti3K molto probabilmente attraverso un
cross-talk con il recettore dell'insulina. | recettori delleptina oltre ad attivare le
MAPK/ERK1/2 e JAK/STAT sono capaci di interagirencd componenti del segnale
dell'insulina (Niswender et al., 2003; Niswenderkt 2004) portando cosi alla fosforilazione

di Akt. Infatti, la proteina mediante JAK2/STAT-3tima PI3K/Akt nei neuroni (Guo et al.,
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CAPITOLO 5 Discussione

2008).

Dati precedenti hanno dimostrato comunque il rusaroprotettivo dell’adipochina
nell'ischemia globale attraverso 'aumento di p-ARhang & Chen, 2008); mentre il ruolo di
questo ormone proteico nellischemia cerebrale lot@nsitoria non e stato ancora chiarito
(Zhang et al., 2007).

Nel nostro studio e stato osservato che la leptindifica solo in maniera transitoria i
livelli di p-Akt nella corteccia ischemica, non aa® alcun effetto sultime-course
dell'attivazione di questo segnale durante MCAonparente. Percio, possiamo confermare
che il principale meccanismo molecolare alla baséa deuroprotezione € STAT-3 ma non
possiamo escludere che Akt/PKB abbia un importefiegto sulla sopravvivenza neuronale.

In conclusione, i nostri dati mettono in luce chenkeuroprotezione della leptina nei
ratti sottoposti ad MCAo permanente e associatal@omodulazione di STAT-3 in differenti
tipi cellulari. In particolare, la leptina, attrage la traslocazione nucleare di pSTAT-3, agisce
in maniera positiva a poche ore dall'insulto iscimmmediante la regolazione dell’astrogliosi
reattiva.

Invece a tempi piu tardivi, la leptina protegge euroni attraverso l'induzione
dell'inibitore delle metalloproteasi, TIMP-1 o dltra geni che mediano la sopravvivenza
neuronale. Questi differenti meccanismi sono aassiocon gli effetti a lungo termine della
leptina sia sull'infarto cerebrale che sul defre#urologico negli animali sottoposti ad MCAo
permanente, con una conseguente riduzione del danhgiorni dall’insulto.) Queste nuove
evidenze sperimentali sottolineano il ruolo fondatate di questa adipochina nel trattamento

dell’ischemia cerebrale.
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