y Universita degli Studi della Calabria

Dottorato di ricerca in
“Farmacologia e Biochimica della Morte Cellulare”

XX Ciclo

Studio elettrofisiologico, biologico-molecolare e
comportamentale dei meccanismi alla base delle discinesie
indotte dalla L-DOPA in modelli murini di Malattia di

Parkinson

Settore Scientifico Disciplinare prevalente BIO/09 Neurofisiologia

Coordinatore

Chiar.mo Prof. Giacinto Bagetta

Relatore Dottoranda

Chiar.mo Prof. Paolo Calabresi Dott.ssa Vincenza Bagetta

Anno Accademico 2007/2008



SOMMARIO

1.
1.1.
1.1.1.
1.1.2.
1.2
1.2.1.
1.2.2.
1.3.
1.3.1.
1.3.2.
1.3.3.
2.

3.

4.

5.
5.1.
5.2.

5.3.

54.

5.5.
5.6.

7.1.
7.2.

7.3.

74.

7.5.

7.6.

7.1.
7.8.

7.9.
7.10.

INTRODUZIONE 3
I Gangli della base 3
Anatomia dei gangli della base 3
Il circuito cortico-basale-talamo-corticale 5
La malattia di Parkinson 6
Modelli sperimentali di malattia di Parkinson 7
La plasticita sinaptica corticostriatale e la denervazione dopaminergica 9
Terapia con L-DOPA e insorgenza delle discinesie 12
Modelli animali di discinesie 13
Discinesie e plasticita sinaptica 14
Ruolo del recettore NMDA nella insorgenza del Parkinson e delle discinesie........cceccosuesnrees 16
OBIETTIVI DEL LAVORO 18
METODI 1 19
METODI 2 23
RISULTATI 1 28
Effetto della denervazione dopaminergica nei due modelli sperimentali 28
Il trattamento cronico ma non acuto ¢ in grado di ripristinare I’LTP dopo la denervazione
DAergica 28
Il trattamento cronico con alte dosi di L-DOPA induce la sensitizzazione ed un piu alto
grado di AIMs 29
Plasticita sinaptica nei ratti parkinsoniani trattati con basse e alte dosi di L-DOPA............. 30
Studio della correlazione tra due variabili: AIMs e depotenziamento 30
Proprieta intrinseche di membrana dei neuroni spinosi registrati da diversi gruppi
sperimentali 30
DISCUSSIONE 31
RISULTATI 2 37
Caratterizzazione dei compartimenti subcellulari 37
Livelli delle subunita del recettore NMDA nello striato in seguito alla lesione con 6-OHDA e
al trattamento cronico con L-DOPA 37
Interazione funzionale tra MAGUK-NMDAR in seguito alla lesione e al trattamento cronico
con L-DOPA 38
Fosforilazione in Ser e Tyr di NR2B in seguito alla denervazione e al trattamento cronico
con L-DOPA 39
Redistribuzione subcellulare della subunita NR2B tra i siti sinaptici ed extrasinaptci nei
ratti trattati con L-DOPA e DYS 40
Il comportamento motorio discinetico ¢ correlato alla localizzazione sinaptica della subunita
NR2B 40
Proprieta intrinsiche dei neuroni spinosi registrati nei gruppi DYS e NON-DYS.....cccceeueee 42
Effetti dei peptidi disaccoppianti MAGUK/NR2B ed NR2A sul fenomeno del
depotenziamento nei gruppi non discinetici e discinetici 42
L’associazione di TAT2A e L-DOPA in vivo riduce l'incidenza delle discinesie .................... 43
La plasticita sinaptica non ¢ alterata dal trattamento cronico con TAT2A 44
DISCUSSIONE 45
BIBLIOGRAFIA 55




1. Introduzione

1.1. I Gangli della base

L’esecuzione dei movimenti volontari risulta dalla corretta integrazione delle informazioni
sensorio-motorie nel cervello. Questo compito ¢ assolto da un complesso network neuronale
che include la corteccia cerebrale, il talamo e i gangli della base (GB).

Tale network gioca un ruolo essenziale nel controllo motorio adattativo permettendo
I'espressione di sequenze motorie rilevanti e l'inibizione di movimenti potenzialmente
competitivi.

I GB fanno parte di un preciso sistema di "feedback" che elabora le informazioni ricevute da
parti diffuse della corteccia cerebrale e riverbera i risultati di questo processo principalmente al
lobo frontale. L'output dei GB ¢ diretto, attraverso specifici nuclei talamici, principalmente ad
aree corticali con funzione "associativa-programmatoria” e, in particolare, a quelle aree
(premotoria laterale, supplementare motoria, corteccia cingolata) che sono deputate alla
preparazione di movimenti finalizzati complessi o guidati dal controllo sensoriale ed al

controllo dei muscoli assiali e prossimali.

1.1.1. Anatomia dei gangli della base

I gangli della base consistono di diversi nuclei altamente interconnessi, localizzati nel
telencefalo, diencefalo e mesencefalo coinvolti in una grande varieta di funzioni motorie e non-
motorie.

Tradizionalmente, i gangli della base sono costituiti da 4 nuclei: il nucleo striato, il globus
pallidus, la sostanza nera ed il nucleo subtalamico.

Il corpo striato, il principale nucleo input dei gangli della base, ¢ un voluminoso insieme di

nuclei che deve il nome alla sua particolare organizzazione strutturale: esso & infatti composto



da un'alternanza di formazioni grigie intersecate da fasci di sostanza bianca, che conferiscono
alla struttura quel particolare aspetto "striato". Esso ¢ costituito nei primati dal nucleo caudato
e dal putamen, separati dalla capsula interna. Nei roditori invece si presenta come una struttura

omogenea.

(from the Rat Brain, Paxinos and Watson)

(from Digital Anatomist,Washington University)

11 globus pallidus (GP) deriva dal diencefalo ed ¢ posto medialmente al putamen e lateralmente
alla capsula interna. E suddiviso in un segmento interno/mediale (GPi) ed uno esterno/laterale
(GPe). Nei roditori il GPi corrisponde al nucleo entopeduncolare mentre il GPe viene riferito
come GP. Le due divisioni del GP hanno differenti inputs ed outputs e sono funzionalmente
diverse. Il nucleo subtalamico (NST) & situato sotto il talamo, a livello della sua giunzione con
il mesencefalo. La sostanza nera (SN) si trova nel mesencefalo e presenta due regioni: una
zona ventrale pallida, la pars reticolata (SNpr) ed una zona dorsale che presenta una
pigmentazione scura, la pars compacta (SNpc), caratterizzata dalla presenza di neuroni
dopaminergici i cui corpi cellulari contengono neuromelanina. Il GPe e la SNpr costituiscono

le principali stazioni di output dei gangli della base.



1.1.2. Il circuito cortico-basale-talamo-corticale

Lo striato ¢ la principale porta di ingresso dei gangli della base la cui attivita ¢ principalmente
guidata dagli input eccitatori provenienti virtualmente dalla totalita delle aree corticali
(McGeorge and Faull, 1989) ed in minor parte dai nuclei intralaminari del talamo (Berendse
and Groenewegen, 1990) e da strutture limbiche, in particolare I’amigdala. Un altro importante
input che converge nello striato origina dai neuroni dopaminergici della SNpc e dell’area
ventrale tegmentale. Infine, proiettano allo striato fibre serotoninergiche del nucleo del rafe
(Halliday et al., 1995 for review) e noradrenergiche del locus coeruleus.

Gli inputs corticali e talamici nel complesso rappresentano 1’85% delle sinapsi nello striato.
L’organizzazione delle proiezioni corticostriatali e talamostriatali risulta organizzata in
maniera topografica per cui il putamen ¢ principalmente implicato nel controllo motorio, il
caudato nel controllo dei movimenti oculari ed in certe funzioni cognitive ed, infine, la parte
ventrale (nucleo accumbens), in funzioni limbiche. Il cross-talk dinamico tra attivazione e
soppressione del movimento all'interno dei gangli della base ¢ fondamentale per la fluida
esecuzione del movimento iniziato dalla corteccia.

Il macrocircuito dei gangli della base ¢ stato a lungo considerato essere dominato da due
principali pathways attraverso cui I’'informazione corticostriatale ¢ trasmessa ai nuclei output
dei gangli della base, la SNpr ed il GPi (Alexander and Crutcher, review 1990; Delong, 1990;
Smith et al., 1998). Secondo questa visione, la via diretta (neuroni che dispongono di recettori
dopaminergici D1) proietta dallo striato alla SNpr e al GPi mentre quella indiretta (neuroni
positivi per il recettore D2) proietta esclusivamente ai neuroni del GPe. Tali neuroni proiettano
al GPi/SNpr direttamente o tramite il NST.

Tuttavia, questa segregazione dei neuroni, sebbene abbia avuto un valore euristico, non ¢ del
tutto reale, in quanto ¢ stato dimostrato (Kawaguchi et al., 1990) che i neuroni della via diretta
inviano collaterali assonali al GPe ed inoltre ¢ stata proposta 1’esistenza di una popolazione

rappresentata dal (25-40%) dei neuroni che coesprime i recettori D1 e D2 (Surmeier et al.,



1996). L’attivazione della pathway diretta o della indiretta porta ad opposti cambiamenti
nell’output finale dei gangli della base.

Infatti, 1’attivazione dei neuroni striatali di natura GABAergica che danno origine alla via
diretta causa I’inibizione dei neuroni GABAergici dei nuclei di output il che si traduce in una
disinibizione dei nuclei talamici che sono sotto il controllo inibitorio delle proiezioni output
inibitorie, tonicamente attive.

Al contrario, I’attivazione della via indiretta causa l’inibizione del GPe e la conseguente
disinibizione del NST, il quale aumenta I’attivita dei nuclei di output essendo di natura
eccitatoria glutammatergica. Di conseguenza, il talamo risulta inibito dai nuclei output. In
sintesi, la via "diretta" sarebbe deputata a facilitare l'attivita motoria desiderata, mentre la via
"indiretta" inibirebbe le attivita motorie interferenti.

La dopamina (DA) gioca un ruolo fondamentale nel mantenere la stabilita del network dei
gangli della base.

In condizioni fisiologiche il firing tonico dei neuroni della SNpc fa si che la DA agisca
principalmente sui recettori D1, facilitando 'attivazione della pathway diretta e di conseguenza
il movimento. L'importanza della proiezione dopaminergica nel controllo del movimento &
dimostrata dalle gravi alterazioni motorie che si verificano nella malattia di Parkinson (MP)

come conseguenza della denervazione striatale di DA.

1.2. La malattia di Parkinson

La malattia di Parkinson (MP) ¢ una patologia neurodegenerativa progressiva che colpisce
almeno il 19% della popolazione di eta superiore ai 65 anni. Gli aspetti clinici cardinali della
patologia includono gravi sintomi motori quali tremore a riposo, alterazioni della postura,
lentezza dei movimenti e rigidita. Il tremore a riposo, la bradicinesia e la rigidita sono tra i

primi sintomi ad insorgere (Obeso et al., 2000a). Generalmente colpiscono, in maniera



asimmetrica. L’instabilita posturale ¢ uno dei sintomi tardivi che insorgono dopo 10 anni o piu
dall’insorgenza della malattia (Obeso et al., 2000a).

Nella MP, queste alterazioni motorie sono accompagnate da altri disturbi come depressione,
disfunzioni del sistema autonomo, disordini del sonno, declino cognitivo che sono ritenuti
essere una conseguenza della riduzione dei livelli di DA nelle porzioni non motorie dello
striato e in altre regioni cerebrali: troncoencefalo, talamo e corteccia.

Nella MP la severa degenerazione dei neuroni della SNpc risulta nella denervazione dei
terminali dopaminergici dello striato, il principale target di queste fibre.

La perdita del controllo dell’attivita neuronale striatale ¢ generalmente considerata come il
substrato funzionale dei sintomi motori della MP, sebbene altre strutture dei gangli basali
richiedano un fisiologico tono dopaminergico per le loro attivita. Il deficit striatale di DA pud
essere inizialmente compensato dalla downregulation del trasportatore del neurotrasmettitore,
che ¢ responsabile di una aumentata sensitivita del recettore postsinaptico.

Questa compensazione puo spiegare il ritardo tra 1'inizio della patologia e la comparsa dei
sintomi (Zigmond, 1997; Bezard et al., 2001). Comunque i meccanismi compensatori alla fine
vengono meno ed i neuroni della via diretta diventano ipoattivi mentre i neuroni della via

indiretta iperattivi.

1.2.1. Modelli sperimentali di malattia di Parkinson

Negli ultimi anni, studi neurofisiologici sui GB hanno fornito informazioni non solo
sull’azione fisiologica della DA (see Bergman et al., 1998) ma anche sugli effetti della
denervazione nigrale dopaminergica sull’attivita striatale (Lozano et al., 1998). L’introduzione
di modelli animali di MP riproducibili, ha favorito la comprensione dei meccanismi patologici
della malattia e lo sviluppo di nuove strategie terapeutiche sia farmacologiche che di altro
genere (trapianto di cellule dopaminergiche ed approcci neurochirurgici quali la “deep-brain

stimulation”).



Un modello animale ideale di MP dovrebbe riprodurre la eziologia della patologia cosi come
gli aspetti comportamentali ed il time-course della patologia nell’'uomo. Maggiore ¢ la
conformita del modello animale, maggiore sara probabilmente la validita predittiva per
I’efficacia clinica.

Il modello animale che indubbiamente ha contribuito maggiormente ai fini della ricerca
preclinica sulla MP consiste nella lesione unilaterale del “medium forebrain bundle” (MFB)
nel ratto mediante 6-idrossidopamina (6-OHDA) (Tranzer & Thoenen, 1967). L’iniezione
unilaterale di 6-OHDA nel MFB determina una distruzione selettiva delle popolazioni A9, A8
e AlO dopaminergiche (Perese et al, 1989), sia attraverso rapida autossidazione ed il
conseguente stress ossidativo che ne deriva, sia a causa dell’inibizione del complesso I e IV
della catena respiratoria mitocondriale (Glinka & Youdim, 1995).

Questa lesione causa una denervazione permanente dello striato ipsilaterale e produce
ipocinesia unilaterale e disturbi dell’integrazione sensorimotoria mimando i sintomi della MP
umana. Inoltre, i cambiamenti biochimici ed anatomici che sono indotti dalla denervazione con
6-OHDA riproducono le alterazioni descritte nei pazienti parkinsoniani, confermando
ulteriormente la validita di questo modello sperimentale.

In alternativa, la 6-OHDA puo essere iniettata direttamente nello striato. In questo caso la
tossina causa una immediata degenerazione retrograda dei terminali nigrostriatali seguita da
una progressiva degenerazione dei corpi cellulari della SNpc (Sauer and Oertel, 1994).

Nei primati non umani, 1’iniezione intracarotidea sistemica della neurotossina MPTP causa la
selettiva distruzione dei neuroni dopaminergici della SNpc, risultando nella sindrome
parkinsoniana (De Long, 1990). Dopo avere attraversato la barriera ematoencefalica la tossina
MPTP ¢ ossidata in MPP+ il cui uptake & selettivo per i neuroni nigrali, mediato dal

trasportatore della DA (Markey et al., 1984).



Nel neurone I’MPP+ blocca la respirazione mitocondriale attraverso il legame al complesso I
mitocondriale. Il blocco della respirazione mitocondriale causa massiva morte neuronale come
conseguenza di una grave crisi energetica.

Questi modelli sperimentali di MP hanno fondato le basi della ricerca sulle conseguenze della

lesione nigrostriatale.

1.2.2. La plasticita sinaptica corticostriatale e la denervazione dopaminergica

Le complicazioni motorie che si manifestano nella MP sono state correlate ad una forma
aberrante di apprendimento motorio. Infatti, il potenziamento e la depressione a lungo termine
della efficacia della trasmissione sinaptica, rispettivamente LTP ed LTD, correlati cellulari di
apprendimento e memoria, risultano essere alterati nel modello sperimentale di MP.

La plasticita sinaptica corticostriatale ¢ normalmente indotta in vitro nelle cellule principali,
neuroni spinosi (MSN), attraverso la stimolazione ad alta frequenza (HFS) delle fibre
corticostriatali. Misure dirette dei livelli di trasmettitori endogeni hanno mostrato che I’'HFS
produce un drammatico aumento del rilascio di glutammato e DA nello striato, il che
suggerisce che questi trasmettitori agiscano in associazione nell’indurre la plasticita sinaptica
(Calabresi et al., 1995).

L’LTD ¢ generalmente osservata in vitro in presenza di concentrazioni fisiologiche di ioni
magnesio extracellulari (Mg"™") (Calabresi et al., 1992a, 1996; Lovinger et al., 1993), mentre
I'LTP & preferenzialmente indotta in assenza di ioni Mg"™" che blocca il recettore ionotropico
NMDA al valore di riposo del potenziale di membrana (Calabresi et al., 1992b, 1996;
Centonze et al., 1999). Dunque, I’attivazione del recettore NMDA ¢ una condizione cruciale
per I'induzione dell’LTP in striato mentre non & essenziale per I’LTD. Infatti, gli antagonisti
del recettore NMDA non modificano ’'LTD ma in compenso bloccano completamente

I’induzione dell’L'TP (Calabresi et al., 1996; Partridge et al., 2000).
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Come sopra riportato, in seguito alla denervazione striatale cronica, si assiste

dell’LTD (Calabresi et al., 1992) e dell’LTP (Centonze et al., 1999).

//mﬂwmm_l 10 mV

alla perdita

Questi risultati dimostrano il ruolo funzionale della via nigrostriatale nel manifestarsi di

entrambe le forme di plasticita sinaptica. In particolare, I’assenza dell’LTD nello striato dei

ratti lesionati con 6-OHDA puo essere attribuita alla mancata attivazione dei recettori DAergici

durante la fase di induzione. L’LTD pud essere ripristinata dopo la denervazione DAergica

garantendo [’attivazione dei recettori mediante applicazione esogena di DA.

Inoltre, la

necessita della coattivazione dei recettori D1 € D2 nell’LTD & confermata dall’evidenza che

questa forma di plasticita non ¢ inducibile nelle slices denervate stimolando separatamente i

recettori D1 o D2 con 1 rispettivi agonisti SKF 38393 o quinpirolo. D’altra parte la

10



coapplicazione di entrambe le classi di agonisti DAergici ripristina ’'LTD (Calabresi et al.,
1992a, c).

L’assenza di LTP dopo la denervazione DAergica cronica non ¢ esclusivamente causata dalla
deplezione di DA nello striato ipsilaterale. Pertanto, né la stimolazione farmacologica dei
recettori D1 o D2 singolarmente, n¢ 1’applicazione concomitante di agonisti D1 e D2 puo
ripristinare questa forma di plasticita sinaptica negli striati denervati. Ne consegue che, la
deafferentazione cronica da DA causa cambiamenti adattativi a lungo termine nello striato che
interferiscono profondamente con la generazione dell’LTP.

Infatti, dopo la denervazione DAergica le spine dendritiche dei neuroni striatali sono ridotte in
numero e risultano anomale in dimensioni e forma, nei modelli animali come nei pazienti
affetti da malattia di Parkinson (Ingham et al., 1989; Nitsch & Riesenberg, 1995; Ingham et al.,
1998; see Arbuthnott et al., 2000). Poiché le spine dendritiche costituiscono il locus anatomico
di interazione DAergica e glutammatergica, puo essere postulato pertanto che la irreversibile
scomparsa dell’LTP corticostriatale dopo la denervazione sia causata dal rimodellamento di
queste strutture neuronali.

Comunque, in seguito alla lesione nigrale, i neuroni spinosi striatali esibiscono un evidente
aumento del potenziale spontaneo postsinaptico depolarizzante glutammato-mediato, che
determina una scarica di potenziale d’azione quando le cellule sono depolarizzate. Tuttavia, le
risposte all’applicazione esogena di agonisti glutammatergici non sono modificate. Questi
risultati pitt che indicare un meccanismo postsinaptico in questo effetto suggeriscono un
aumento del rilascio di neurotrasmettitore dai terminali glutammatergici.

Sia nei ratti lesionati con 6-OHDA che nei pazienti affetti da MP c¢’¢ un significativo aumento
nella percentuale di trasmissione glutammatergica entro i gangli basali (see Carlsson &
Carlsson, 1990; see Blandini et al., 2000; see Greenamyre, 2001) associata ai cambiamenti
plastici della sinapsi ed all’alterata sensibilita dei recettori D2 che regolano il rilascio di

glutammato (Arnt & Hyttel, 1985).
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1.3. Terapia con L-DOPA e insorgenza delle discinesie

La levodopa (L-DOPA) ¢ il farmaco piu efficace nel trattamento della MP (Lang & Lozano,
1998). Tale agente farmacologico sostitutivo, la cui attivita ¢ diretta a ripristinare le
concentrazioni fisiologiche di DA nello striato, sfortunatamente induce nella grande
maggioranza dei pazienti che rispondono alla terapia movimenti involontari anomali (AIMs,
abnormal involuntary movements), definiti nel complesso col termine di “discinesie” (Obeso et
al., 2004; Olanow et al., 2004b). Sebbene inizialmente efficace nel miglioramento di molti
sintomi, la terapia cronica diventa meno efficace, sia a causa del manifestarsi di fenomeni “on-
off” dovuti ad una riduzione della durata d’azione del farmaco che delle sopraccitate discinesie
(Bezard et al. 2001; Greenamyre, 2001).

Approssimativamente il 30% dei pazienti parkinsoniani ¢ affetto da discinesie a 5 anni dal
trattamento e all’incirca il 90% dopo 9 anni di terapia (Ahlskog and Muenter, 2001).
Tipicamente, i movimenti anomali sono molto gravi dopo 40-80 minuti dalla somministrazione
di L-DOPA (discinesia da picco-dose; Fahn, 2000).

Sebbene i meccanismi precisi alla base delle discinesie siano solo in parte chiariti, studi
epidemiologici concordano nell’identificare alcuni prominenti fattori di rischio nel loro
manifestarsi.

Il rischio di sviluppare discinesie da L-DOPA dipende in particolare dall’eta di insorgenza e
dalla gravita della MP, dalla dose e dalla durata della terapia con L-DOPA (Peppe et al., 1993;
Blanchet et al., 1996; Grandas et al., 1999). L’insorgenza precoce della MP ¢ associata con un
piu alto livello di AIMs. Pazienti che sviluppano la MP tra i 40-59 anni di eta hanno un rischio
del 50% di sviluppare discinesie entro 5 anni dal trattamento contro un 16 % di rischio per i
pazienti che si ammalano dopo i 70 anni. La presenza ed il grado di denervazione nigrale sono

importanti fattori di rischio. Con la dose di L-DOPA utilizzata nella pratica clinica, gli AIMs si
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manifestano esclusivamente in pazienti con MP, mentre la popolazione sana e quella con altre
patologie neurologiche non sviluppa AIMs in seguito a trattamento con L-DOPA.

In un modello animale di MP ottenuto utilizzando MPTP, gli animali di controllo che
ricevevano la soluzione salina pit L-DOPA non sviluppavano discinesie in contrasto con il
gruppo MPTP che sviluppava significanti AIMs, implicando che la denervazione nigrale sia
una condizione necessaria nell’insorgenza di discinesie. Pazienti con parkinsonismo post-
encefalitico sviluppano discinesie entro settimane dall’inizio del trattamento con L-DOPA,
suggerendo che la severita della lesione nigrale sia un importante fattore di rischio. Tale teoria
¢ supportata dall’evidenza che le discinesie tendano a svilupparsi nel lato maggiormente
compromesso dalla MP.

La dose di L-DOPA ¢& importante nella predizione delle discinesie, per cui alte dosi di L-DOPA
sono associate con prolungate discinesie (Nutt ef al., 1992).

Poiche un significativo numero di pazienti non sviluppa discinesie da L-DOPA anche in
seguito a prolungata terapia e ad un alto livello di degenerazione dei neuroni dopaminergici,
fattori diversi da quelli sopra indicati possono giocare un ruolo nel determinare la comparsa

delle discinesie da dose picco, quali quelli genetici.

1.3.1. Modelli animali di discinesie

Nei primati non umani resi parkinsoniani tramite somministrazione intracarotidea di MPTP, il
trattamento cronico con L-DOPA causa manifestazioni motorie discinetiche simili a quelle
osservate nei pazienti affetti da MP (Langston et al, 2000). Le discinesie indotte in questo
modello emiparkinsoniano, colpiscono la zampa controlaterale alla lesione insieme alla
muscolatura oro-facciale (Clarke et al.,, 1989). I criteri di valutazione delle discinesie indotte
dal trattamento cronico con L-DOPA utilizzati nell’'uomo sono applicabili anche nei modelli
sperimentali che utilizzano primati non-umani (Gomez-Mancilla and Bedard, 1993; Brotchie

and Fox, 1999). In questi modelli animali i movimenti involontari sono apprezzabili durante il
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periodo di massima efficacia terapeutica della L-DOPA (Clarke et al., 1989; Pearce et al.,
1998). Questo profilo ricalca bene I’andamento della dose-risposta delle discinesie da L-DOPA
nei pazienti affetti da MP (Nutt, 1990). Oltre agli studi sui primati non-umani & stato messo a
punto un modello per lo studio delle discinesie nei roditori (Cenci et al., 1998). La
somministrazione di dosi terapeutiche di L-DOPA nei ratti o nei topi, lesionati con 6-OHDA
unilateralmente porta al graduale sviluppo di movimenti anormali involontari a carico della
zampa anteriore controlaterale alla lesione, del tronco e della muscolatura orofacciale (Cenci et
al., 1998). Questi movimenti involontari possono essere quantificati sulla base della loro
distribuzione topografica, della loro ampiezza e durata (Lee et al, 2000; Lundblad et al,
2002).

I movimenti involontari hanno un decorso temporale dose-dipendente (Lee et al, 2000)
paragonabile a quello delle discinesie riscontrate nei pazienti affetti da MP (Lundblad et al.,
2002; Winkler er al., 2002). L'insorgenza dei movimenti involontari indotti dal trattamento
cronico con L-DOPA presenta chiari correlati molecolari sia nei roditori che nei primati non-
umani. Questi includono l'iperegolazione striatale degli mRINA per i recettori degli oppioidi e
per 1 fattori di trascrizione quali FosB oltre che alcune modificazioni nel legame ai recettori

degli oppioidi all’interno dei gangli della base e nelle aree corticali correlate.

1.3.2. Discinesie e plasticita sinaptica

I movimenti discinetici potrebbero derivare da una forma aberrante di apprendimento motorio
nei neuroni striatali legata all'azione della L-DOPA sulla regolazione DAergica della plasticita
dei terminali corticostriatali (Bedard et al., 1999; Calabresi et al., 2000a).

In fettine di animali controllo, attraverso un protocollo noto come Low Frequency Stimulation
(LFS, stimolazione 2 Hz per 10 minuti) entro un determinato intervallo di tempo ¢ possibile
ripristinare la trasmissione sinaptica basale che precede la LTP. In queste condizioni viene

indotta un'ulteriore forma di plasticita sinaptica nota come depotenziamento. La perdita del
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depotenziamento nel gruppo di animali discinetici pud avere profonde implicazioni nella
patofisiologia dei circuiti ganglio-basali nella MP poiché esso ¢ coinvolto nei meccanismi di
rimozione delle informazioni ridondanti ed il deficit riscontrato negli animali discinetici
suggerisce che la plasticita sinaptica anomala sia alla base della patogenesi della discinesia

indotta da L-DOPA (Picconi et al., 2003).
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1.2.3. Ruolo del recettore NMDA nella insorgenza del Parkinson e delle discinesie
Nonostatante i significativi progressi, la patogenesi delle discinesie rimane non completamente
chiarita.

L’iperattivita delle vie striatali di output potrebbe essere una componente chiave dei
meccanismi neuronali sottostanti ’insorgenza delle discinesie indotte da L-DOPA (Chase &
Oh, 2000; Criswell et al., 1990). Cosi, le proiezioni eccitatorie verso lo striato sono ritenute
giocare un ruolo primario in questo tipo di disordine del movimento (Calabresi et al., 2000).
L’organizzazione subcellulare e le interazioni funzionali dei recettori per il glutammato
all’interno dello striato appaiono cruciali nella patogenesi della MP cosi come nello sviluppo
delle discinesie indotte da L-DOPA (Hallett et al., 2005). Gli antagonisti del recettore NMDA,
esercitano un effetto benefico nei modelli sperimentali di MP (Nash et al., 2000; Loschmann et
al., 2004) e sono inoltre efficaci nel bloccare lo sviluppo delle discinesie indotte da L-DOPA
(Wessell et al., 2004; Hadj et al., 2004).

La somministrazione sistemica degli antagonisti selettivi del recettore NMDA-NR2B,
ifenprodil ed eliprodil, produce effetti antiparkinsoniani nei ratti resi parkinsoniani con
reserpina (Nash ef al., 1999). Nonostante 1’incapacita di alcuni antagonisti del recettore NMDA
di migliorare i deficit motori la loro capacita di potenziare gli effetti della L-DOPA ¢ piu
concordante (Morelli et al., 1992). La somministrazione degli antagonisti del recettore NMDA
si ¢ anche dimostrata efficace nel ridurre le complicazioni motorie indotte da L-DOPA nei 6-
OHDA (Papa et al., 1995) e nelle scimmie trattate con MPTP (Papa and Chase, 1996). Inoltre
la somministrazione di destrorfano, destrometorfano e amantadina (Veraghen Metman et al.,
1998) ¢ stata riconosciuta migliorare le discinesie da L-DOPA. L’antagonista recettoriale
NMDA, Co 101244, che ¢ selettivo per il sottotipo recettoriale NR1-NR2B, mostra effetti

antidiscinetici nelle scimmie trattate con L-DOPA (Blanchet et al.,1999) mentre I’antagonista
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selettivo NR1-NR2A aumenta la discinesia da L-DOPA in questo modello di MP (Blanchet et
al., 1998).

A livello molecolare sono state descritte nello striato dei ratti denervati (Picconi et al., 2004)
cosi come nelle scimmie discinetiche trattate con L-DOPA (Hallett et al., 2005), alterazioni
della localizzazione delle subunita del recettore NMDA, anche se i precisi meccanismi che
regolano il trafficking subcellulare del recettore NMDA e la sua funzione nel modello
sperimentale di parkinson sono ancora lontani dall’essere chiariti.

I recettori NMDA sono raggruppati in una regione altamente organizzata della frazione
subcellulare postsinaptica, la Post-Synaptic Density (PSD), dove viene dinamicamente regolato
il legame del recettore NMDA e delle sue subunita ad altre proteine (Sheng, 2001; Gardoni et
al.,2001).

I recettori NMDA funzionali consistono di una combinazione di almeno 4 subunita (Laube et
al., 1998) appartenenti ad almeno 3 famiglie, NR1, NR2 ed NR3. Le subunitda NR1 sono
ubiquitarie per tutti i recettori NMDA e sono necessarie per la funzione del recettore. La
subunitd NR2 varia e conferisce le diverse proprieta farmacologiche del recettore. La subunita
NR3A agisce come subunita regolatoria ed ¢ verosimilmente coinvolta nello sviluppo delle
spine dendritiche. I recettori NMDA possiedono un peptide segnale amino-terminale e 4
segmenti idrofobici (M1-M4). Le subunita NR2, specialmente NR2A e B, hanno domini
carbossiterminale notevolmente pitt grandi di altre subunita del recettore canale per il
gluammato.

Sono stati descritti numerosi partner molecolari dei recettori NMDA, includendo le scaffolding
proteins e gli elementi di trasduzione del segnale (Kim & Sheng, 2004).

In particolare, i membri della famiglia delle proteine associate alla guanilato chinasi
(MAGUK) interagiscono attraverso il dominio PDZ con i motivi C-terminale presenti nella

subunita NR2 del recettore NMDA. Questa interazione & necessaria per il traffiking iniziale del
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recettore NMDA dal reticolo alla membrana dove viene stabilizzato in sinapsi (Prybylowski &
Wenthold, 2004).

Tuttavia, non si ha ancora un concetto conclusivo sulla possibile perturbazione dei fattori che
maggiormente regolano il trafficking dei recettori NMDA e I’organizzazione funzionale nelle

membrane post-sinaptiche nel modello sperimentale di MP e di discinesia.

2. Obiettivi del lavoro

Il principale obiettivo di questo Dottorato di Ricerca ¢ stato studiare le alterazioni
elettrofisiologiche, comportamentali, cellulari e molecolari che intervengono in un modello
sperimentale di discinesie da L-DOPA nel parkinsonismo indotto da 6-OHDA nel ratto.

La terapia con L-DOPA rappresenta ancora il principale trattamento nella MP pur essendo
caratterizzata da gravi complicazioni motorie.

I meccanismi sinaptici alla base della dipendenza dei movimenti discinetici dal dosaggio di L-
DOPA nella terapia della MP sono ancora poco chiari. In questo studio pertanto abbiamo
caratterizzato I’associazione tra AIMs, plasticita sinaptica bidirezionale e dosaggio quotidiano
di L-DOPA nel modello sperimentale di MP.

Ulteriore obiettivo di questo dottorato di ricerca ¢ stato di studiare le modificazioni molecolari
quali-quantitative e della distribuzione delle singole subunita del recettore NMDA nonché le
interazioni di tale complesso recettoriale con le proteine MAGUK in corso di discinesia da L-
DOPA.

Successivamente sono stati studiati gli effetti molecolari, comportamentali ed elettrofisiologici
dei peptidi disaccoppianti delle subunita NR2A ed NR2B del recettore NMDA, rispettivamente
TAT2A e TAT2B nei ratti parkinsoniani trattati con L-DOPA, discinetici e non-discinetici.

La comprensione dei meccanismi alla base dell’insorgenza delle discinesie nel nostro modello

animale potrebbe consentire l’identificazione di nuove strategie farmacologiche che non
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provochino nei pazienti I'insorgenza degli effetti collaterali da L-DOPA, preservando

I’efficacia del trattamento.

3. Metodil

Animali

Per tutti gli esperimenti sono stati utilizzati ratti maschi Wistar adulti (150-250 g).Tutti gli
esperimenti sono stati approvati dall’OHSU (Institutional Animal Care and Use Committee).
Lesioni con 6-OHDA e comportamento

Gli animali anestetizzati sono stati trattati mediante iniezione di 6-idrossidopamina (6-OHDA,
8ug/4ul di soluzione salina contenente lo 0.1% di acido ascorbico) nel MFB, alla velocita di
0.38 pl/min (secondo le coordinate di Paxinos & Watson, 1986). I ratti controllo sono stati
trattati esclusivamente con la somministrazione della soluzione veicolo nelle stesse coordinate.
A distanza di 15 giorni, i ratti sono stati testati con una dose di 0.05 mg/kg s.c. di apomorfina al
fine di valutare il corretto esito della lesione dopaminergica e sono stati contati i giri
controlaterali al sito di lesione per la durata di 40 min. Per gli esperimenti comportamentali e
biochimici sono stati utilizzati solo quei ratti che avevano eseguito almeno 200 giri
controlaterali. E stato precedentemente dimostrato che i ratti selezionati mediante questo
criterio presentavano un livello di deplezione di dopamina superiore al 95% (Schwarting &
Huston, 1996). Due mesi dopo la lesione con 6-OHDA, i ratti iniziavano a ricevere due
iniezioni quotidiane di 10 mg/kg L-DOPA piu 7.5 mg/kg benserazide i.p., o di soluzione salina,
per 2 settimane. I movimenti anomali involontari indotti da L-DOPA (AIMs) sono stati
monitorati a giorni alterni applicando i criteri della scala dei valori di AIMs gia descritta (Cenci
et al., 1998; Lundblad et al., 2002; Picconi et al., 2003). In breve, gli AIMs sono stati
classificati in tre sottotipi: AIMs assiali, postura distonica della parte superiore del corpo verso
il sito controlaterale alla lesione; AIMs dell’arto anteriore, movimenti anomali dell’arto

anteriore (controlaterale alla lesione); AIMs orolinguali, protrusione della lingua e movimenti
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della mascella. Ognuno di questi movimenti ¢ stato classificato secondo I’entita attraverso una
scala da 0 a 4. In particolare, il punteggio 1 ¢ stato assegnato quando il movimento anomalo era
presente durante meno della meta del tempo di osservazione (1 min); 2, se presente durante pil
di meta del tempo; 3, presente durante tutto il periodo di osservazione ma interrotto in caso di
stimoli esterni; 4, presente durante tutta I’osservazione e senza possibilita di reversibilita ( non
interrotto da stimoli esterni). I punteggi sono stati assegnati nel corso di ogni singola
osservazione ad intervalli regolari di 20 minuti e per una durata totale di 180 minuti dalla
iniezione di L-DOPA.

Trattamento con alte e basse dosi

Ad un mese dalla lesione i ratti sono stati divisi in tre gruppi sperimentali. Un gruppo (n=45) &
stato trattato con basse dosi di L-DOPA (10mg/Kg L-DOPA e 7,5 mg/kg di benserazide, due
volte al giorno per 21 giorni). Il secondo gruppo di ratti (n=45) ha ricevuto alte dosi di L-
DOPA (25 mg/Kg L-DOPA e 7,5 mg/Kg di benserazide, 2 volte al giorno i.p. per 21 giorni)
L'ultimo gruppo di ratti (n=30) ha ricevuto iniezioni quotidiane di soluzione fisiologica ed &
stato utilizzato come controllo per le registrazioni elettrofsiologiche con applicazione acuta di
DA. I movimenti anomali involontari sono stati registrati a giorni alterni 3 volte a settimana
utilizzando un valido sistema di score degli AIMs come precedentemente descritto (Cenci et
al., 1998; Lundblad et al., 2002; Picconi et al., 2003).

Immunoistochimica

Dopo la decapitazione, la parte caudale del cervello corrispondente alla SN ¢ stata conservata
in paraformaldeide 4 % (PFA) per un giorno e alla fine in un buffer fosfato sucrosio (PBS) al
25 % per 24-48 ore prima del taglio. Le sezioni coronali, dello spessore di 40 um, sono state
tagliate per mezzo di un microtomo (Microtom France) e collezionate in vials contenenti 1 ml
di PB. Le sezioni a livello della SN sono state processate per la doppia immunofluorescenza
utilizzando anticorpi contro la tirosina idrossilasi (TH) e I'antigene specifico nucleare

neuronale (NeuN). Le sezioni sono state incubate con un mix dei seguenti anticorpi: murino
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anti-NeuN (1:200; IgM; Chemicon) e coniglio anti-TH (1:500, Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA).

Dopo l'incubazione con gli anticorpi primari e il successivo wash con PB, le sezioni sono state
incubate in un mix di anticorpi secondari: IgM di asino anti-topo coniugate con Cy3 e IgG di
asino anti-coniglio coniugate con Cy2 (1:100, Jakson Immunoresearch Laboratories).

Le sezioni sono state successivamente montate su slides ricoperte di gelatina, essiccate e
coperte con GEL/MOUNT (Biomeda, Foster City, CA, USA).

Per ogni sezione, ¢ stata ottenuta una microfotografia dela SN utilizzando l'ingrandimento 10X
di un microscopio confocale CLSM (ZEISS LSM 510). Quindi, le cellule positive per TH-
NeuN sono state contate in 3 diversi livelli rostrocaudali della SN (utilizzando il software
Image J): a livello dell’emergenza del terzo nervo, 20 um rostrale e 200 caudale per questo
livello. Il numero di cellule & stato espresso come media del numero di 3 sezioni. La perdita di
cellule TH-IR & presentato come percentuale relativa al sito controlaterale del cervello (Paille
et al., 2004; Sauer and Oertel, 1994).

Le sezioni di striato sono state incubate overnight in anti-TH di coniglio (1:500, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) e quindi immerse in IgG di asino anti coniglio
biotinilato diluito 1:500 (Jacksson Immunoresearch Laboratories, Inc., West Grove, PA),
trasferite in un kit ABC Vectastain, Vector/PBS per un'ora (Vector Laboratories, Inc.,
Burlingame, CA); la 3,3'-diaminobenzidina e’ stata utilizzata come cromogeno nella successiva
reazione di visualizzazione. La densita delle fibre striatali TH-IR ¢ stata analizzata come
densita ottica (OD). Il valore (arbitrario) OD delle sezioni di striato & stato misurato per ogni
sezione utilizzata e paragonato a quello nelle regioni omologhe nel sito intatto. La densita &
stata espressa come percentuale relativa al sito controlaterale.

Esperimenti di Elettrofisiologia

Gli animali sono stati sacrificati mediante dislocazione cervicale 4 ore dopo I'ultima iniezione

di L-DOPA al fine di ottenere fettine corticostriatali per le registrazioni elettrofisiologiche. In
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breve, le fettine coronali (270 pm) sono state tagliate attraverso l'uso di un vibratomo (Pelco
1000 plus; Redding, CA) e sono state trasferite in una camera di registrazione e continuamente
sommerse nella soluzione fluente di Krebs (35°C, 2-3 ml/min) ossigenata con 95% 0,-5%
CO,. La composizione della soluzione standard era (in mM): 126 NaCl, 2.5 KCl, 1.2 MgCl,,
1.2 NaH,PO4, 2.4 CaCl,, 11 Glucosio, 25 NaHCOs;. Gli elettrodi per le registrazioni
intracellulari sono stati riempiti con KCI 2M (30-60 MQ). I segnali sono stati registrati con
I’uso di un amplificatore Axoclamp 2B (Axon Instruments, Foster City CA 94404, USA),
mostrati su un oscilloscopio e raccolti ed analizzati mediante un sistema digitale (pClamp 9,
Axon Instruments, Foster City CA 94404, USA). Al fine di attivare le fibre corticostriatali sono
stati adoperati elettrodi bipolari in tungsteno localizzati nella materia bianca tra la corteccia e
lo striato. All’inizio delle registrazioni intracellulari sono stati omessi gli ioni magnesio dal
mezzo per evidenziare meglio la componente NMDA dei potenziali postsinapticici eccitatori
(EPSP). In queste condizioni sperimentali, per indurre I’LTP corticostriatale & stata utilizzata
una stimolazione ad alta frequenza (HFS) delle fibre (3 treni, 3 s di durata, 100 Hz di
frequenza, 20 s di intervallo tra ogni evento). L’intensita della stimolazione durante I'HFS &
stata regolata in modo da depolarizzare il neurone postsinaptico a livelli tali da evocare dei
potenziali d’azione. Al contrario, per indurre il depotenziamento dell’LTP (una modalita di
plasticitd sinaptica che consente di resettare 1’informazione) ¢ stato utilizzato un diverso
protocollo, vale a dire la LFS (10 min di stimolazione a 2 Hz) delle fibre corticostriatali. In
alcuni esperimenti, sono stati inclusi nel mezzo esterno dosi di bicucullina (3 pM) per omettere
I’eventuale contaminazione dell’EPSP da parte della componente GABA, che potrebbe
depolarizzare i neuroni a causa dell’uso di elettrodi contenenti KCl. Questa procedura
sperimentale non influenza i dati sull’LTP corticostriatale e sul depotenziamento.

Farmaci
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R-(-)-Apomorfina idrocloruro emidrato, bicucullina, L-DOPA metilestere, 3-idrossitiramina
idrocloruro (DA) e 6-idrossidopamina (6-OHDA) sono state ottenute dalla SIGMA-Aldrich,
Milano, Italia.

Analisi dei dati

Le analisi statistiche sono state condotte utilizzando il Software Prism4 (San Diego, USA). 1
dati sulla TH sono stati analizzati utilizzando il t-test per dati non appaiati. | risultati di
elettrofisiologia sono stati analizzati calcolando le mediezSEM dell’ampiezza del picco
dell’EPSP nelle rispettive popolazioni cellulari. Le differenze tra le medie sono state valutate
mediante il test “t” di Student per dati non appaiati e 'ANOVA a due vie ¢ stato utilizzato per
paragonare osservazioni multiple ad un singolo gruppo di controllo.

Quando ¢ stata osservata un'interazione significativa ¢ stato utilizzato un altro test, Bonferroni
post hoc test. La correlazione tra AIMs e ampiezza dell'EPSP in seguito alla LFS ¢& stata

calcolata attraverso regressione lineare.

4. Metodi 2

Animali

Per tutti gli esperimenti sono stati utilizzati ratti maschi Wistar adulti (150-250 g).Tutti gli
esperimenti sono stati approvati dall’OHSU (Institutional Animal Care and Use Committee).
Impianto cannule intrastriatali

Previa induzione di un profondo stato di anestesia tramite somministrazione intraperitoneale di
idrato di cloralio (400 mg/kg, soluzione 40 mg/ml; Merk KGaA, Darmstadt, Germany)
I’animale € stato assicurato ad un apparecchio stereotassico (Stoelting Co, USA) per consentire
la corretta individuazione delle coordinate dello striato. Una volta incisa la cute del cranio ed
effettuata la pulizia e rimozione del periostio € stato praticato un foro con coordinate rispetto al
bregma: AP = +0.7, L = +4, VD = -4.6. in corrispondenza delle quali € stata posizionata una

cannula (diametro interno 0,25 mm, diametro esterno 0,50 mm, Unimed, Lausanne,
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Switzerland) che € stata lentamente abbassata fino a raggiungere la dorsoventralita desiderata.
Una volta in posizione, la cannula é stata fissata mediante una piccola quantita di cemento
dentario (Glasionomer Cement CX plus, Shofu Inc, Kyoto, Japan) e 1’apertura esterna protetta
temporaneamente con una chiusura costituita da una cannula di diametro inferiore (diametro
interno 0,09 mm, diametro esterno 0,20 mm, Unimed,. Lausanne,. Switzerland). Nel periodo di
ricovero post-chirurgico gli animali sono stati controllati quotidianamente per verificare le
condizioni di salute. Dopo tre giorni di riposo 1’animale € stato portato nella stanza dove si
sono svolte le procedure sperimentali e la somministrazione del farmaco avveniva attraverso
una pompa idraulica.

Somministrazione del peptide TAT2B

Gli effetti del peptide TAT fuso alla porzione C-terminale della subunita NR2B (TAT2B) sulle
discinesie da L-DOPA sono stati monitorati in seguito alla iniezione intrastriatale del peptide
nei ratti lesionati, nei controlli, e nei ratti trattati con L-DOPA non discinetici.

Ogni gruppo sperimentale, a distanza di due settimane dal trattamento con L-DOPA, ha
ricevuto tre iniezioni consecutive (una al giorno) di TAT2B (500 uM; Aats et al., 2002), o di
veicolo nello striato ipsilaterale alla lesione (rate di 0.5 pl/min (volume totale 1 pl)).
L’iniezione di L-DOPA ¢ stata eseguita dopo 1 ora dalla somministrazione intrastriatale di
TAT2B. Per analizzare 1’effetto del TAT2B sulle discinesie indotte da L-DOPA sono stati
paragonati rispettivamente tre test degli AIMs precedenti alla iniezione del peptide a tre test
successivi alla iniezione del peptide (20 minuti dopo la iniezione di L-DOPA).
Somministrazione del peptide TAT2A

Il peptide TAT2A ¢ stato somministrato ai ratti discinetici e ai controlli per via intraperitoneale
(3 nmol/g, una volta al giorno per 21 giorni) 30 minuti prima della somministrazione della L-
DOPA. Gli AIMs sono stati monitorati per 4 giorni consecutivi per ogni settimana di
trattamento (20 minuti dopo l'iniezione di L-DOPA).

Analisi di Western blot
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L’analisi di Western blot ¢ stata eseguita in tessuti striatali dal totale corpo striato. Il
frazionamento subcellulare ¢ stato eseguito come precedentemente riportato con minori
modificazioni (Gardoni et al, 2001). Gli striati sono stati omogenati in sucrosio 0.32 M
contenente i seguenti (in mM): 1 HEPES, 1 MgCl12, 1 EDTA, 1 NaHCO3, e 0.1 PMSF, a pH
7.4, in presenza di un set completo di inibitori delle proteasi (Complete; Roche Diagnostics,
Basel, Switzerland) e delle fosfatasi (Sigma, St. Louis, MO). I tessuti omogenati sono stati
centrifugati a 1000 _ g per 10 minuti. Il supernatante (S1) risultante ¢ stato centrifugato a
3000_g per 15 minuti per ottenere la frazione crude di membrane (P2). Il pellet ¢ stato
risospeso in HEPES 1 mM pit CompleteTM in un potter di vetro e centrifugato a 100,000 _ g
per 1 ora. Il pellet (P3) ¢ stato risospeso in buffer contenente 7SmM KClI e 1% Triton X-100 e
centrifugato a 100,000_g per 1 ora. Il supernatante & stato conservato e riferito come Triton X-
100-soluble fraction (TSF) (S4). Il pellet finale (P4) ¢ stato omogenato in un glass— glass potter
in 20 mM HEPES. Quindi, ¢ stato aggiunto un uguale volume di glicerolo, e questa frazione,
riferita come TIF, & stata conservata a -80°C fino al processamento. E stato adoperato il TIF
invece della PSD classica poiche¢ la quantita di materiale di partenza era molto esigua. La
composizione proteica della preparazione ¢ stata attentamente testata per escludere la presenza
di proteine presinaptiche. (es: sinaptofisina) (Gardoni et al, 2001). La stessa quantita di
proteine & stata ottenuta nei TIF purificati dagli striati di tutti i gruppi sperimentali e la stessa
quantita di proteine TIF & stata applicata per tutti i campioni per I’SDS-PAGE e immunoblot.
Le nitrocellulose sono state bloccate con 10% albumina in Tris-buffered saline (TBS) e
incubate per 2 ore a temperatura ambiente con gli anticorpi primari: NR1 (diluito 1:1000),
NR2A (diluito 1:1000), NR2B (diluito 1: 1000), p1303ser-NR2B (diluito 1:750), p1472Tyr-
NR2B (diluito 1:1000), GluR1 (diluito 1:1000), PSD-95 (diluito 1:2000), SAP97 (diluito
1:1000), SAP102 (diluito 1:1000), _CaMKII (diluito 1:3000), CREB (diluito 1: 1000), e
pCREB (diluito 1:750) in albumina 3% in TBS. In seguito ad abbondante lavaggio in

TBS/0.1% Tween 20, le nitrocellulose sono state incubate con anticorpi secondari coniugati
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con perossidasi di rafano [goat anti-ratto, per gli anticorpi monoclonali, diluito 1:10,000
(Pierce, Rockford, IL); goat anti-topo, per anticorpi monoclonali, diluiti 1:20000 (Pierce)], e
quindi il complesso antigene-anticorpo & stato rivelato attraverso chemiluminescenza (ECL;
Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK).

Esperimenti di immunoprecipitazione

Le aliquote di omogenati striatali e TIF sono state incubate overnight a 4°C in buffer A,
contenente i seguenti: 200 mM NaCl, 10 mM EDTA, 10 mM Na,HPO,, 0.5% NP-40, and
0.1% SDS con anticorpi contro PSD-95, o contro le subunita NR2A, NR2B del recettore
NMDA. Protein A-agarose beads sono state aggiunte (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA), lavate nello stesso buffer, e l'incubazione ¢ stata continuata per 2 ore. The beads sono
stati raccolti per centrifugazione e lavati 5 volte con buffer A; ¢ stato aggiunto il sample buffer
per SDS-PAGE, e la mistura ¢ stata bollita per 5 min. Beads sono stati separati per
centrifugazione, e i supernatanti sono stati applicati al 6% all'SDS-PAGE.

Anticorpi

Per I’esecuazione degli esperimenti sono stati utilizzati i seguenti anticorpi: anticorpo di topo
per lo staining della CaMKII e anticorpi policlonali GluR1, NR2A, and NR2B sono stati
ottenuti dalla Chemicon (Temecula, CA). Gli anticorpi policlonali SAP97 e SAP102 ed il
monoclonale PSD-95 sono stati ottenuti dall' Affinity BioReagents (Golden, CO). L’anticorpo
monoclonale SAP97 ¢ stato ottenuto da StressGen (Victoria, British Columbia, Canada). Gli
anticorpi policlonali p1472Tyr-NR2B, CREB, e pl133-CREB sono stati ottenuti dalla
Calbiochem (Nottingham, UK). L'anticorpo p1303Ser-NR2B e il monoclonale NR1 sono stati
ottenuti rispettivamente da Upstate (Waltham, MA) e Zymed (San Francisco, CA).

Whole-cell recordings

Le registrazioni in whole-cell patch clamp dai MSNs sono state eseguite utilizzando pipette in
borosilicato con un diametro esterno di 1.5mm, riempite con una soluzione intracellulare

contenente i seguenti componenti in mM: 125 potassio gluconato, 15 KCl, 0.04 EGTA, 12
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Hepes, 2 MgCl2, 4 Na,ATP e 0.4 Na,GTP, portata a pH 7.3 con KOH. Con questa soluzione la
resistenza della pipetta era in media di 3-4MQ. Le registrazioni sono state eseguite con un
amplificatore in bridge (Multiclamp 700B, Axon Instruments, Union City, CA, USA). I dati
sono stati acquisiti a 10-15 kHz utilizzando il software Clampex 10.2. La resistenza di
membrana (Rm) e di accesso (Ra) e la capacita della cellula (C) sono state misurate
frequentemente nel corso dell'esperimento attraverso un protocollo di Test Pulse e sono stati
esclusi quegli esperimenti in cui la Ra variava in misura maggiore del 20% rispetto ai valori di
partenza.

Risposte sinaptiche evocate

Le risposte glutammatergiche sono state evocate in current clamp e voltage clamp mode
rispettivamente come potenziali postsinaptici eccitatori (EPSPs) e correnti postsinaptiche
eccitatorie (EPSCs). Queste risposte sono state evocate nello striato con un elettrodo bipolare
in tungsteno. L'ampiezza della stimolazione variava tra 5-15V e la durata tra 0.01-0.1 ms. Gli
esperimenti sono stati condotti in presenza di bicucullina (3 pM) al fine di isolare le risposte
glutammatergiche dalle GABA, mediate. Gli stimoli elettrici sono stati applicati ogni 10s.
Questo intervallo ¢ stato scelto perche, dopo i primi dieci stimoli I'ampiezza delle EPSC non ha
un trend significativo di variazione in funzione del tempo (analisi ANOVA, livello di
significativita sempre superiore a 0.05).

Farmaci

I farmaci utilizzati per la soministrazione in vivo sono stati applicati dopo essere stati
solubilizzati alla concentrazione finale desiderata nella soluzione salina. I farmaci usati erano:
L-DOPA, benserazide, 6-OHDA (Sigma, Milano, Italy); TAT2A e TAT2B (PRIM, Milano).
Per gli esperimenti di elettrofisiologia la bicucullina cloruro (Sigma, Milano, Italy) ¢ stata
dapprima sciolta in acqua distillata e poi in ACSF alla concentrazione desiderata per

I'esecuzione delle registrazioni elettrofisiologiche.
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5. Risultati 1

5.1. Effetto della denervazione dopaminergica nei due modelli sperimentali

Tra i fattori di rischio che favoriscono il manifestarsi delle discinesie da L-DOPA nei pazienti
affetti da MP, cosi come negli animali lesionati con 6-OHDA, un ruolo cruciale & rivestito dal
grado di denervazione dopaminergica. In particolare, lo sviluppo degli AIMs ¢ innescato da un
livello di denervazione superiore all’80% e la loro gravita &€ massima quando il 90% delle fibre
nigostriatali ¢ compromessa (Winkler et al., 2002). Partendo da questa osservazione abbiamo
monitorato il grado della lesione sulle sezioni di mesencefalo utilizzando I’immunoistochimica
per I’enzima tirosina idrossilasi (TH) nei due gruppi di animali lesionati, rispettivamente trattati
con alte e basse dosi di L-DOPA. I nostri dati rivelano una perdita virtuale di neuroni positivi
per la TH nella regione A9 della sostanza nera (Fig 1A, B) cosi come delle fibre striatali
ipsilaterali alla lesione (Fig 1C, D). Pertanto, I’effetto della denervazione dopaminergica non

differiva tra i due gruppi sperimentali del nostro studio.

5.2. 1l trattamento cronico ma non acuto ¢ in grado di ripristinare ’LTP dopo la
denervazione DAergica

Nei neuroni spinosi registrati da fettine corticostriatali di ratti denervati ’'HFS delle fibre
corticostriatali non ¢ in grado di indurre 'LTP, come avviene di norma negli animali di
controllo, in quanto la DA ha un controllo permissivo su questa forma di plasticita (Centonze
et al.,, 1999; Picconi et al., 2003) (Fig 2A, controllo p<0.001, EPSP t=-5 vs t=30, n=10; 6-
OHDA, p>0.05, EPSP t=-5 vs t=30, n=10). Tuttavia, I’applicazione in bagno della DA esogena
(30 uM) non ¢ sufficiente a revertire la perdita dell’LTP corticostriatale in tali condizioni (Fig
2A, 6-OHDA e DA acuta, p>0.05, EPSP t=-5 vs t=30, n=8).

In questo studio i ratti 6-OHDA (n=45) sono stati divisi in due gruppi, rispettivamente trattati

con somministrazione cronica (4-21 giorni; n=35) e acuta (2 giorni n=10) di dosi terapeutiche

di L-DOPA (10 mg/kg metil-L-DOPA e 7.5 mg benserazide, 2 volte al giorno).
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Questo trattamento ci ha permesso di concludere che la terapia in acuto di due giorni di L-
DOPA non era in grado di ripristinare ’LTP che al contrario risultava inducibile in seguito al
trattamento cronico con il farmaco per 4-21 giomni (Fig 2A, B, 2 giorni L-DOPA, p>0.05,
EPSP t=-5 vs t=30; 4-7 giorni L-DOPA, p<0.001, EPSP t=-5 vs t=39; 21 giorni L-DOPA,

p<0.001, EPSP t=-5 vs t=30; n=10 per ogni condizione sperimentale).

5.3. Il trattamento cronico con alte dosi di L-DOPA induce la sensitizzazione ed un piu

alto grado di AIMs

La somministrazione di dosi basse di L-DOPA induceva un basso grado di turning in una parte
degli animali trattati (dati non mostrati). Al contrario, alte dosi di L-DOPA (50mg/kg/al giorno)
causavano un pronunciato comportamento rotazionale in tutti gli animali, sin dalla prima
somministrazione (Fig 3A).

Abbiamo inoltre osservato che il numero dei giri controlaterali aumentava progressivamente
durante il trattamento raggiungendo un plateau entro 2 settimane (Fig 3A, **p< 0.001. 1-3
giorni vs 7-9 giorni, 1-3 giorni vs 13-15 giorni, 1-3 giorni vs 19-21 giorni). La durata dei giri
controlaterali indotti dalla L-DOPA subiva una progressiva e significativa riduzione dalla
prima alla terza settimana di trattamento (Fig 3B, p< 0.05, **p<0.001, 1-3 giorni vs 7-9
giorni, 1-3 giorni vs 13-15 giorni, 1-3 giorni vs 19-21 giorni). La somministrazione di alte dosi
di L-DOPA, determinava la comparsa di discinesie sin dai primi giorni di trattamento in tutti
¢li animali trattati (45 su 45, Fig 4).

Al contrario, il trattamento con basse dosi di L-DOPA permetteva di distinguere due gruppi di
animali: un primo gruppo privo di AIMs (17 su 35) ed un secondo (18 su 35) esibente
progressivamente AIMs. E interessante notare che comunque gli AIMs in questi animali erano
significativamente piu bassi di quelli osservati nei ratti trattati con le alte dosi di L-DOPA (Fig

4).
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5.4. Plasticita sinaptica nei ratti parkinsoniani trattati con basse e alte dosi di L-DOPA
E stato precedentemente dimostrato che il trattamento cronico con L-DOPA ripristina 1'LTP
sia negli animali non-discinetici che nei discinetici. Tuttavia, nel gruppo di animali discinetici
il protocollo di LFS perdeva di efficacia, per cui non era possibile depotenziare la sinapsi
corticostriatale (Picconi et al., 2003). In questo studio sono stati confermati questi dati, come
mostrato in Fig 5A.

Inoltre, qui mostriamo che anche gli animali trattati con alte dosi di L-DOPA, quindi
discinetici, sviluppano una normale LTP che continua a non essere depotenziata (Fig SA, n=10,
p<0.001 ratti di controllo vs trattati con L-DOPA ad alte dosi).

L’uso di una bassa dose di L-DOPA forniva differenti risultati nell’espressione del
depotenziamento. Tutte le cellule registrate da non discinetici (Fig 5B, n=10, p>0.05, ratti di
controllo vs 6-OHDA trattati per 21 giorni con basse dosi di L-DOPA, 15 min dopo la LFS)
alla fine del trattamento mostravano un normale depotenziamento mentre i neuroni registrati
dai ratti discinetici (Fig 5C, n=10, p< 0.001 ratti di controllo vs 6-OHDA trattati con L-DOPA
a basse dosi, 15 min dopo la LFS) non mostravano depotenziamento. Un simile risultato

rispecchia perfettamente i dati comportamentali.

5.5. Studio della correlazione tra due variabili: AIMs e depotenziamento

Per valutare una possibile relazione tra le anomalie motorie e depotenziamento ¢ stata calcolata
la correlazione lineare tra livello di AIMs e depotenziamento nei gruppi sperimentali.
Sorprendentemente, questo calcolo ha rivelato una correlazione altamente significativa tra le

due variabili (Fig 6, n=10 per entrambi i gruppi; p< 0.0001, p=0.9).

5.6. Proprieta intrinseche di membrana dei neuroni spinosi registrati da diversi gruppi

sperimentali



E’ stato infine analizzato se I’espressione differenziale dei cambiamenti plastici che noi
abbiamo osservato nei vari gruppi sperimentali dopo i diversi trattamenti farmacologici era
causata da alterazioni delle proprieta intrinseche di membrana dei neuroni spinosi registrati dai
gruppi sperimentali e sono risultati paragonabili (RPM: sham=-90+5mV; 6-OHDA=-85+7mV;
6-OHDA e basse dosi di L-DOPA=-87+5 mV; 6 OHDA e alte dosi L-DOPA=90+3 mV).

Concludendo, le proprieta elettrofisiologiche erano simili a quelle precedentemente riportate

per i neuroni spinosi striatali (Calabresi et al., 1993; Jang and North, 1991; Kita et al., 1984).

6. Discussione

Numerose osservazioni sperimentali e cliniche suggerisono che il trattamento con alte dosi di
L-DOPA sia un rischio per una precoce comparsa di complicazioni motorie.

Tuttavia, i meccanismi patofisiologici che sottendono questi processi non sono stati
completamente elucidati.

Pertanto, 1'obiettivo del presente studio ¢ stato di caratterizzare i meccanismi sinaptici che
determinano 1'espressione delle complicazioni motorie della terapia con L-DOPA negli animali
parkinsoniani.

Nel 50% dei pazienti con MP le complicazioni motorie dovute alla terapia con L-DOPA si
manifestano dopo 5 anni dall'inizio del trattamento e nel 100% dei pazienti con insorgenza
precoce della malattia (Fahn, 2000; Golbe, 1991).

Le complicazioni motorie nei pazienti trattati con L-DOPA sono dose-dipendenti ed iniziano
pil precocemente di quanto prima ritenuto (Fahn et al., 2004), come recentemente dimostrato
nello studio ELL-DOPA.

In accordo, ricerche condotte su modelli animali di MP nei roditori (Lindgren et al., 2007) cosi
come nei primati non-umani (Maratos et al, 2001) rivelano che alte dosi di L-DOPA sono

associate ad un aumentato rischio di complicazioni motorie, confermando quanto osservato nei

pazienti con MP (Schrag and Quinn, 2000).
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Per comprendere meglio il grado di complicazioni motorie nei due gruppi sperimentali trattati
rispettivamente con alte e basse dosi di L-DOPA sono stati eseguiti test comportamentali mirati
alla valutazione della sensitizzazione controlaterale rotatoria, della risposta rotazionale nonche
degli AIMs, durante il periodo di trattamento di 3 settimane.

La somministrazione di alte dosi di L-DOPA induceva uno sviluppo di AIMs in tutti gli
animali parkinsoniani, mentre basse dosi avevano lo stesso effetto solo in meta degli animali
trattati. Comunque, anche negli animali che esibivano un comportamento discinetico lo score
degli AIMs era significativamente inferiore paragonato agli animali sottoposti ad un
trattamento con alte dosi.

Successivamente, sono stati eseguiti esperimenti di elettrofisiologia in vitro nelle slices
collezionate dai gruppi sperimentali considerati nello studio.

Nel presente studio ¢ stato confermato che i neuroni spinosi registrati da fettine corticostriatali
prelevate da ratti denervati perdono la capacita di potenziare l'efficacia della trasmissione
sinaptica. Semplificando, il convenzionale protocollo di HFS non ¢ in grado di indurre I'LTP in
queste condizioni (Centonze et al., 1999, 2003; Picconi et al., 2003; Kerr and Wickens, 2001;
Zhang et al., 2001).

Nel tentativo di ripristinare in vitro questa forma di plasticita sinaptica si ¢ proceduto alla
incubazione delle slices con DA esogena. Tuttavia, questo trattamento non si ¢ dimostrato
efficace.

Anche un breve trattamento in vivo con L-DOPA falliva nel ripristinare I’'LTP nei neuroni
denervati. Quest’ultima osservazione suggerisce che 1’attivazione acuta dei recettori DAergici
non ¢ sufficiente a ripristinare questa forma di plasticita sinaptica dopo la denervazione da
dopamina.

In uno studio precedente era stato dimostrato che 1'LTD, un’altra ben caratterizzata forma di

plasticita sinaptica, ¢ ripristinata in vitro attraverso applicazione di DA esogena.
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E plausibile che diversamente dall’LTD, I'LTP richieda Dattivazione a lungo termine dei
recettori della DA come conseguenza di un profondo rimodellamento delle spine dendritiche
(Ingham et al, 1998) e del compartimento post-sinaptico, in particolare nella distribuzione
delle subunita del recettore NMDA e della fosforilazione della CaMKII (Picconi et al., 2004;
Gardoni et al, 2006). Verosimilmente, il trattamento cronico con L-DOPA ¢ in grado di
correggere le alterazioni morfologiche indotte dalla denervazione (Day et al., 2006) e di
ripristinare il corretto assemblaggio delle subunita del recettore NMDA (Gardoni et al., 2006).

Entrambi i trattamenti con alte e basse dosi di L-DOPA ripristinavano 'LTP con identiche
caratteristiche suggerendo che la suddetta plasticita non sia implicata nelle anomalie che si
verificano in seguito al trattamento cronico con L-DOPA.

Nella totalita delle registrazioni condotte nei neuroni spinosi di fettine collezionate da animali
discinetici trattati con alte dosi non era possibile osservare il depotenziamento della
trasmissione sinaptica. Gli stessi esperimenti di elettrofisiologia eseguiti nel gruppo di animali
non discinetici che ricevevano dosi basse di L-DOPA, rivelavano un fisiologico
depotenziamento anche nell'ultima fase di trattamento.

Studi post-mortem su cervelli umani mostrano che pazienti colpiti o0 meno da discinesie hanno
un grado di lesione nigrostriatale simile (Calon et al., 2004). Questi risultati sono stati
confermati in modelli animali di discinesie da L-DOPA (Cenci et al., 2007; Picconi et al.,
2003).

Concludendo, queste evidenze suggeriscono che altri fattori al di la della disfunzione
presinaptica possano avere un ruolo nell’induzione della discinesia da L-DOPA.

Nello specifico, la perdita del depotenziamento potrebbe avere profonde implicazioni nella
patofisiologia delle discinesie da L-DOPA, poiche il depotenziamento ¢ implicato nei

meccanismi di forgetting (Picconi et al., 2003).
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Secondo questa visione, le discinesie sarebbero causate da un'aberrante storage delle
informazioni per cui i neuroni striatali conservano informazioni non essenziali, ridondanti, che

in condizioni fisiologiche vengono cancellate.

Figura 1

I due gruppi sperimentali riceventi basse e alte dosi di L-DOPA hanno lo stesso grado di
denervazione dopaminergica.

(A) Foto ottenute dalla sostanza nera ipsilaterale e controlaterale alla lesione in un ratto
ricevente basse dosi (pannello in alto) e alte dosi di L-DOPA (pannello in basso). I neuroni
positivi per NeuN sono visualizzati in fluorescenza di rosso utilizzando il labeling Cy3 ed il
colore verde corrisonde ai neuroni positivi per TH (visualizzati in verde utilizzando Cy2). (B)
Lo staining per i neuroni positivi per TH mostra un livello di denervazione paragonabile. (C)
Foto ottenute dallo striato ipsilaterale e controlaterale alla lesione con 6-OHDA in un ratto
ricevente basse dosi (pannello in alto) e in quello trattato con alte dosi (pannello in basso). (D)
La densita della immunoistochimica per le fibre TH analizate dello striato mostra un identico

livello di denervazione.

Figura 2

Il trattamento cronico ma non acuto ripristina la plasticita sinaptica fisiologica.

(A) L'HFS delle fibre corticostriatali induce LTP in condizioni di controllo (p<0.001, EPSP t=-
5 vs t=30, n=10). Al contrario 'LTP ¢ assente in seguito alla lesione DAergica unilaterale nei
6-OHDA (p>0.05, EPSP t=-5 vs t=30,n=10). Come mostrato, n¢ il trattamento con DA esogena
o la somministrazione per soli due giorni di una dose bassa di L-DOPA sono sufficienti a
ripristinare 1'LTP (6-OHDA e DA, p>0.005 EPSP t=-5 vs t=30, n=8; 2 giorni di L-DOPA,
p>0,05, EPSP t=-5 vs t=30, n=10). (B) Il trattamento cronico con L-DOPA a basse dosi

ripristina I'LTP (4-7 giorni L-DOPA, p<0.001, EPSP t=-5 vs t=30; 21 giorni di L-DOPA,
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p<0.001, EPSP t=-5 vs t=30, n=10 per ogni gruppo sperimentale. (C) Tracce degli EPSP
ottenuti nelle diverse condizioni sperimentali, paragonate 5 minuti prima dell'HFS e 30 minuti

dopo I'HFS.

Figura 3

Trattamento con alte dosi di L-DOPA, effetti sul comportamento.

(A) 11 numero di giri indotti da alte dosi di L-DOPA entro lo stesso intervallo aumenta
progressivamente durante il trattamento raggiungendo il plateau dopo 15 giorni di trattamento
(p<0.001, 1-3 giorni vs 7-9 giorni, 1-3 giorni vs 13-15 giorni, 1-3 giorni vs 19-21 giorni). (B)
La durata del turning dopo una singola dose alta di L-DOPA ¢ progressiavamente ridotta nel
tempo (*p<0.05, **p<0.001, 1-3 giorni vs 7-9 giorni, 1-3 giorni vs 13-15 giorni, 1-3 giorni vs

19-21 giorni).

Figura 4

Il trattamento cronico con alte dosi di L-DOPA induce un piu alto livello di AIMs.

Il trattamento cronico con alte dosi di L-DOPA induce un alto grado di AIMs in tutti gli
animali trattati (45 su 45). Al contrario il trattamento con basse dosi induce movimenti
discinetici in meta degli animali trattati (18 su 35) e nella restante parte non sono stati osservati

AIMs (17 su 35).

Figura 5

Alte dosi di L-DOPA inducono la perdita del depotenziamento mentre basse dosi
inducono questo effetto solo nel 50% degli animali.

(A) In condizioni di controllo & possibile indurre rispettivamente LTP e depotenziamento
mediante i protocolli di HFS e LFS. Nei ratti parkinsoniani trattati con alte dosi di L-DOPA il

depotenziamento ¢ completamente perso (n=10; p<0.001). (B) Le cellule registrate dagli
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animali non discinetici alla fine del trattamento mostravano un normale depotenziamento
(n=10, p<0.05). (C) I neuroni registrati dai ratti discinetici in seguito al trattamento con basse
dosi di L-DOPA non mostravano depotenziamento (n=10, p<0.001 ratti di controllo vs 6-

OHDA piu 21 giori di L-DOPA a basse dosi 15 min post-LFS).

Figura 6

Correlazione tra quantita di AIMs durante il trattamento cronico ed EPSP in seguito
LFS nei neuroni spinosi.

Il grafico mostra la correlazione tra quantita di AIMs durante il trattamento cronico con L-
DOPA e l'ampiezza delllEPSP in seguito alla LFS nei neuroni spinosi. I calcolo della
correlazione lineare test unpaired mostra una correlazione altamente significativa (n=10, per

ogni gruppo; p<0.0001, p=0.9) tra le due variabili.
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7. Risultati 2

Nel presente studio abbiamo utilizzato dosi terapeutiche di L-DOPA (10mg/kg metil-L-DOPA
in associazione con 7.5 mg/kg benserazide, due volte al giorno) che inducevano uno sviluppo
graduale di AIMs (Picconi et al., 2003) nel 50% dei ratti. Prima del trattamento con L-DOPA
questi due gruppi di animali esibivano lo stesso grado di danneggiamento delle performances
motorie (rotarod test, stepping test). Dopo 12 giorni di trattamento le due sottopopolazioni sono

state distinte in risposta alla L-DOPA basandosi sul grado di AIMs.

7.1.  Caratterizzazione dei compartimenti subcellulari

Si & proceduto alla purificazione dei compartimenti subcellulari dei tessuti striatali utilizzando
un metodo di frazionamento biochimico (Fig. 1a) e I’efficacia della procedura ¢ stata valutata
attraverso analisi di Western blotting per le proteine markers dei compartimenti subcellulari
(Fig. 1b). La proteina PSD-95 e le subunita del recettore NMDA sono state trovate aumentate
nella frazione di membrana P2, P3 e nella frazione triton insolubile (TIF). Queste proteine sono
state trovate anche se in minor quantita nell’omogenato totale (H), in low-speed supernatant
(S1), and nelle membrane associate ai nuclei (P1). Comunque, le subunita NR2A ed NR2B del
recettore NMDA, cosi come PSD-95 non erano rintracciabili nella frazione citosolica (S2) o
nella frazione triton solubile (TSF). I nostri risultati ottenuti nei tessuti striatali sono in accordo
con precedenti studi sulla localizzazione delle subunita del recettore NR2A ed NR2B in altre
regioni cerebrali (Gardoni et al., 2003b). Come precedentemente riportato, la CaMKII era
presente in tutte le frazioni ma particolarmente concentrata in TSF e TIF (Gardoni et al.,

2003a).

7.2.  Livelli delle subunita del recettore NMDA nello striato in seguito alla lesione con 6-

OHDA e al trattamento cronico con L-DOPA
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I livelli delle subunita del recettore NMDA sono stati monitorati mediante analisi di Western
blot in omogenato e TIF (Picconi et al., 2004) in campioni di tessuto prelevati dalle seguenti
categorie di animali: controlli (CTRL), lesionati (6-OHDA) e trattati con L-DOPA. Le stesse
quantita di proteine ottenute dai diversi gruppi sono state successivamente caricate su un gel di
sodio dodecil solfato (SDS).

Nella frazione omogenato, come precedentemente riportato (Picconi et al., 2004), non & stata
riscontrata nessuna differenza nella espressione delle subunita del recettore NMDA (Fig. 2,
pannello sinistro) rispetto ai controlli, mentre i livelli di NR2B erano ridotti selettivamente nel
TIF purificato da ratti 6-OHDA paragonati con gli animali CTRL. Negli stessi campioni i
livelli di subunita NR1 ed NR2A risultavano inalterati (Fig. 2, pannello destro).

Al contrario, sono state trovate profonde differenze nella composizione del recettore NMDA
nel TIF di animali discinetici (DYS).

In particolare, i ratti DYS erano caratterizzati da un aumento significativo dell’immunostaining
della subunita NR2A parallelo ad una riduzione dei livelli della proteina NR2B (Fig. 2,
pannello destro). In entrambi i gruppi, DYS e NON-DY'S, non sono state trovate modificazioni

dei livelli di NR1 se paragonati ai controlli.

7.3. Interazione funzionale tra MAGUK-NMDAR in seguito alla lesione e al
trattamento cronico con L-DOPA

Le interazioni delle subunita del recettore NMDA NR2A/B con SAP102 (Sans et al., 2003) e
SAP97 (Gardoni et al., 2003a) sono coinvolte nel trafficking del recettore NMDA verso 1 siti
sinaptici nei neuroni.

Partendo da questa considerazione abbiamo verificato se le alterazioni sinaptiche delle subunita
NR2A ed NR2B erano attribuibili ad anomalie della interazione con i membri MAGUK: PSD-
95, SAP97, e SAP102. I nostri dati mostrano che la lesione dopaminergica induce una

significativa riduzione dei livelli delle tre proteine nel TIF (compartimento postsinaptico)
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rispetto agli animali CTRL e queste modificazioni venivano riportate a livelli di controllo ed
oltre in seguito al trattamento cronico con L-DOPA, eccezion fatta per PSD-95 (Fig. 3,
pannello destro).

Successivamente abbiamo valutato I’interazione delle subunita NR2A ed NR2B con SAP97 e
SAP102 (Prybylowski and Wenthold, 2004) per chiarire se le sopracitate alterazioni potessero
essere associate ad una alterazione del trafficking delle subunita operato dalle MAGUK verso
la sinapsi. Pertanto sono stati condotti esperimenti di coimmunoprecipitazione e il binding
della subunita NR2A alle MAGUK ¢ stato trovato inalterato nei diversi gruppi sperimentali
(Fig. 4b) mentre il binding di NR2B a SAP102 era significativamente ridotto negli animali 6-

OHDA e nei DYS (Fig. 4 a).

7.4. Fosforilazione in Ser e Tyr di NR2B in seguito alla denervazione e al trattamento
cronico con L-DOPA

La dinamica regolazione del trafficking/turnover di NR2B ¢ strettamente legata alla
fosforilazione diretta della subunita da parte di CaMKII (Omkumar et al., 1996; Gardoni et al.,
1998; Strack and Colbran, 1998) e delle tirosin chinasi (Dunah and Standaert, 2001) in specifici
siti di fosforilazione.

Tenendo conto di questo importante ruolo della fosforilazione nel processo di trafficking e di
turnover, abbiamo monitorato la fosforilazione di NR2B utilizzando due anticorpi fosfo-
specifici contro i fosfositi CaMKII-dependenti Ser1303 e Tyr1472 nel dominio C-terminale di
NR2B (Fig. 5a,b).

I Western blotting per NR2B totale sono stati corsi sempre in parallelo. Non ¢ stata trovata
alcuna modificazione di immunostaining per pl1303Ser-NR2B e pl472Tyr-NR2B negli
omogenati totali striatali mentre nelle frazioni TIF il pattern di fosforilazione di NR2B era

simile al livello alterato di NR2B totale, significativamente ridotto in 6-OHDA e DYS (Oh et

al., 1999) se paragonato al CTRL e agli animali NON-DYS (Figs. 1, 5b—d).
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Pertanto, non ¢ stata trovata nessuna differenza significativa nel rapporto di fosfo-NR2B/NR2B

totale nei diversi gruppi sperimentali (Fig. Se,f).

7.5. Redistribuzione subcellulare della subunita NR2B tra i siti sinaptici ed
extrasinaptci nei ratti trattati con L-DOPA e DYS

Per comprendere la distribuzione di NR2B negli animali trattati con L-DOPA, abbiamo
eseguito analisi di Western blotting per questa subunita nella frazione P2 e nel TSF. I livelli di
proteine NR2B non sono risultati alterati in P2 (Fig. 6a). Al contrario, erano aumentati nel TSF
di animali 6-OHDA e DYS (Figs. 1, 6a). Questi risultati suggeriscono una redistribuzione di
NR2B dalle frazioni insolubili di membrane alle solubili, nei 6-OHDA cosi come nei DYS,
molto probabilmente verso i siti extrasinaptici.

Ulteriore conferma di questo risultato ¢ stata ottenuta attraverso esperimenti di Western
blotting per CREB e pCREB in omogenati striatali.

Studi precedenti dimostrano che i recettori sinaptci NMDA contenenti la subunita NR2B
promuovono il signaling per CREB, mentre gli extrasinaptici lo antagonizzano (Hardingham et
al., 2002). I livelli di pCREB sono risultati drammaticamente ridotti in 6-OHDA ed in animali
DYS paragonati con gli altri gruppi sperimentali, confermando 1’indicazione di un aumentato

numero di recettori extrasinaptici contenenti NR2B nei 6-OHDA e nei DYS (Fig. 6b).

7.6. 1l comportamento motorio discinetico e correlato alla localizzazione sinaptica della
subunita NR2B

I dati mostrati in questo studio suggeriscono che la traslocazione della subunita NR2B verso i
siti extrasinaptici potrebbe essere un elemento chiave nella complessa modificazione della

sinapsi glutammatergica nelle discinesie indotte da L-DOPA.
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E ben chiarito che le interazioni del dominio C-terminale delle subunita NR2B con i domini
PDZ delle proteine MAGUK gioca un ruolo importante nella regolazione della localizzazione
del recettore NMDA ai siti sinaptici (Sheng, 2001; Prybylowski and Wenthold, 2004).
Pertanto, abbiamo testato se il comportamento motorio nei ratti NON-DYS potesse essere
modificato dalla acuta dissociazione della subunita NR2B dalle MAGUK attraverso I’iniezione
del peptide TAT fuso con il C-terminale degli ultimi nove aminoacidi della NR2B (TAT2B)
(Aarts et al., 2002; Lim et al., 2003). Come controllo ¢ stato eseguito il trattamento col peptide
inattivo TAT2B(-SDV).

Prima della somministrazione dei peptidi ai ratti, ¢ stato valutato l'effetto dei peptidi TAT2B e
TAT2B(-SDV) negli omogenati striatali di ratti NON-DY'S.

Il trattamento con TAT2B era in grado di ridurre significativamente la coprecipitazione di
NR2B con PSD-95 (Fig. 7c¢) dimostrando che questo approccio ¢ utile per mimare nei ratti
NON-DYS il ridotto livello di interazione tra MAGUK-NR2B trovata nei ratti DYS (-44,4
+6.4 %; p<0.01 NR2B NON-DYS vs NON-DYS). Come atteso, nessun effetto & stato
riscontrato in seguito alla applicazione del peptide TAT2B (-SDV) (Fig. 7¢). Effetti simili sono
stati ottenuti in esperimenti di coimmunoprecipitazione condotti per testare l'interazione di
NR2B con SAP102 e SAP97 (dati non mostrati).

Il trattamento con TAT2B era capace di ridurre drammaticamente i livelli di proteina NR2B
nel TIF di animali NON-DYS come dimostrato da analisi di Western blotting (Fig. 7 a,b
p<0.01, NR2B NON-DYS piu TAT2B vs NON-DYYS).

Il peptide non alterava I’espressione di NR2B in quanto nell’omogenato totale non ¢ stato
riscontrato alcun effetto (Fig. 7a) mentre il TAT2B(-SDV) non induceva alcun effetto sulla
localizzazione di NR2B nel TIF (Fig. 7 a,b).

Quindi, gli animali sono stati trattati con L-DOPA e dopo 2 settimane, ogni gruppo

sperimentale ha ricevuto 3 iniezioni consecutive di TAT2B (500 uM) or TAT2B(-SDV) (500

uM), 1 ora prima della somministrazione di L-DOPA nello striato ipsilaterale alla lesione.
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Da un punto di vista comportamentale, I’iniezione con TAT2B non produceva alcun
cambiamento del comportamento negli animali controllo, lesionati e discinetici (dati non
mostrati). Soprendentemente, la dissociazione acuta dell’interazione MAGUK-NR2B
attraverso le iniezioni di TAT2B associato a somministrazione di L-DOPA era in grado di
indurre AIMs nei ratti non discinetici sin dal primo giorno di trattamento, raggiungendo il 50%
degli AIMs degli animali discinetici non trattati (Fig. 7d NON-DYS trattati con TAT2B AIMs
12.73 + 3.784; DYS AlMs, 26.70 + 1.787; p<0.05, NON-DYS vs NON-DYS trattati con
TAT2B e NON-DYS trattati con TAT2B(-SDV) vs NON-DYS trattati con TAT2B; p<0.01,

DYS vs NON-DYS).

7.7. Proprieta intrinsiche dei neuroni spinosi registrati nei gruppi DYS e NON-DYS

I neuroni spinosi striatali sono stati registrati con tecnica intracellulare sharp electrode da
fettine corticostriatali coronali collezionate da animali lesionati con 6-OHDA e trattati
cronicamente con L-DOPA, questi ultimi divisi in DYS e NON-DYS.

I MSNs registrati dai due gruppi sperimentali presentavano proprieta intrinseche di membrana
simili a quelle precedentemente riportate (Calabresi er al., 1990, 1993, 1996b; Jiang and North
1991; Kita et al., 1984).

Queste proprieta includono: alto potenziale di membrana a riposo (-86+4 mV); risposte
asimmetriche a steps di corrente positiva e negativa (inward ed outward rectification); lenta
rampa depolarizzante durante steps di corrente positiva sotto soglia e ritardata comparsa di

potenziali d’azione in seguito a stimoli sopra soglia, resistenza di membrana pari a 40 + 8 MQ.

7.8. Effetti dei peptidi disaccoppianti MAGUK/NR2B ed NR2A sul fenomeno del

depotenziamento nei gruppi non discinetici e discinetici
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E noto che il protocollo di HFS in fettine corticostriatali in assenza di ioni magnesio induce il
potenziamento a lungo termine dei potenziali postsinaptici eccitatori (EPSPs). L applicazione
di un protocollo di LFS ripristina i livelli della trasmissione sinaptica che precedono I’'HFS
favorendo [I’efficienza della raccolta delle informazioni attraverso la rimozione delle
informazioni motorie non essenziali. Questa capacita viene persa dai MSNs registrati da fettine
corticostriatali collezionate da ratti DYS (Picconi et al., 2003) e tale alterato meccanismo
sinaptico ¢ stato considerato alla base delle anomalie motorie in corso di discinesie da L-
DOPA. Come precedentemente detto, la modificazione della composizione quali-quantitativa
del recettore NMDA svolge un ruolo cruciale nell’insorgenza del comportamento discinetico.
Poiché la somministrazione del peptide TAT2B era in grado di indurre l'insorgenza di
discinesie negli animali non discinetici ¢ stato valutato l'effetto del disaccoppiante della
subunitd NR2B sul fenomeno del depotenziamento nei MSNs registrati da animali NON-DYS
in vitro.

Sorprendentemente, l'incubazione del TAT2B in fettine corticostriatali, (5 min dopo
I’induzione dell’LTP, 10 min pre-LFS e 10 minuti durante LFS) era in grado di bloccare il
depotenziamento che ¢ normalmente osservato negli animali trattati con L-DOPA non
discinetici (Fig. 9 pannello in alto). Tale risultato elettrofisiologico in vitro ¢ in accordo con
quanto osservato in vivo in seguito alla somministrazione del peptide TAT2B nell'animale
NON-DYS. Ancor pil interessante, soprattutto da un punto di vista clinico, ¢ il risultato
emerso dalla applicazione del TAT2A in fettine collezionate da animali DYS. Infatti, nei

MSNSs registrati in vitro da fettine provenienti da questo gruppo il peptide restaurava la

fisiologica plasticita sinaptica (Fig. 9 pannello in basso).

7.9. L’associazione di TAT2A e L-DOPA in vivo riduce l'incidenza delle discinesie
La somministrazione intrastriatale del TAT2A per soli 3 giorni nei ratti DYS in seguito ad un

trattamento cronico di 12 giorni con L-DOPA, falliva nel ridurre i movimenti involontari



anomali (dati non mostrati). Probabilmente, il fallimento di tale approccio terapeutico trova
una plausibile spiegazione nel solido ancoraggio della subunita NR2A in sinapsi, che la
distingue nettamente dalla NR2B il cui trasporto ¢ risultato facilmente perturbabile con un
trattamento di breve durata. Tuttavia, i risultati elettrofisiologici rivelavano un sorprendente
effetto del peptide TAT2A nel perturbamento della composizione quali-quantitativa del
recettore NMDA in vitro tanto da ripristinare il depotenziamento nei ratti DYS.

Pertanto, abbiamo riconsiderato 1’applicazione in vivo del peptide modificando il protocollo di
somministrazione. Gli animali lesionati con 6-OHDA, sono stati divisi in due gruppi: ratti
trattati con L-DOPA e TAT2A e ratti trattati con L-DOPA e TAT2A(-SDV) somministrando i
peptidi per via intraperitoneale 30 minuti prima dell'iniezione di L-DOPA. Al termine di tale
trattamento (21 giorni, L-DOPA 1i.p. 10 mg/kg piu benserazide 7.5 mg/kg due volte al giorno e
TAT2A o TAT2A(-SDV) in singola somministrazione i.p., 3 nmol/g) ¢ stato possibile
osservare una diminuzione significativa nella precentuale dei ratti DYS nel gruppo trattato con
TAT2A e L-DOPA rispetto al gruppo trattato con L-DOPA e TAT2A(-SDV) (fig 10, per ogni
gruppo n=20; n= 6 animali discinetici nel gruppo trattato con TAT2A vs n=12 discinetici nel

gruppo trattato con peptide TAT2A(-SDV), p<0.05)

7.10. La plasticita sinaptica non ¢ alterata dal trattamento cronico con TAT2A

In seguito al trattamento cronico col peptide TAT2A associato alla L-DOPA, sono state
eseguite registrazioni elettrofisiologiche in vitro in configurazione whole cell patch clamp nei
neuroni spinosi striatali nei gruppi DYS e NON-DYS.

Per l'induzione della LTD sono state evocate le correnti sinaptiche ad un potenziale di holding
di -70 mV. Gli esperimenti sono stati condotti in presenza di bicucullina al fine di isolare la
corrente non-NMDA da una eventuale contaminazione delle correnti inibitorie di natura

GABAergica GABA, mediata. Come mostrato in figura 11 (A-B), L'HFS delle fibre
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corticostriatali riduceva significativamente le correnti sinaptiche evocate nei neuroni registrati
in vitro dal gruppo di animali NON-DYS (n=5).

Al contrario, in linea con risultati precedenti al presente studio (non ancora pubblicati) i
neuroni registrati dal gruppo di animali DYS perdevano la LTD (fig. n=5).

Lo studio della LTP ¢ stato condotto in modalita current clamp rimuovendo gli ioni magnesio
dalla soluzione di perfusione per facilitare l'attivazione del recettore NMDA ed utilizzando il
medesimo protocollo di HFS utilizzato per l'induzione dell'LTD.

Sia nel gruppo di animali NON-DYS (Fig.13) che DYS (Fig.14) in seguito al protocollo di
stimolazione ad alta frequenza si assisteva ad un potenziamento a lungo termine dell'ampiezza
dei potenziali postsinaptici eccitatori (n=4 per ogni gruppo). Inoltre, nei neuroni spinosi
registrati dal gruppo di animali discinetici la LFS non ripristinava i livelli di trasmissione

basale che precedono I'LTP (n=3).

8. Discussione

La redistribuzione della subunita NR2B del recettore NMDA da siti sinaptici verso gli
extrasinaptici rappresenta un elemento chiave nelle complesse modificazioni della sinapsi
glutammatergica nella discinesia da L-DOPA.

Nel presente studio abbiamo dimostrato che, al di 1a di un'alterata compartimentalizzazione
delle subunita del recettore NMDA anche la complessa alterazione delle proteine associate al
recettore, le MAGUK, possa rivestire un ruolo cruciale nell'insorgenza delle discinesie.

I ratti parkinsoniani trattati con L-DOPA sono stati divisi in due gruppi: uno mostrante il
miglioramento motorio senza discinesie, e ’altro che sviluppa le discinesie debilitanti in
risposta al trattamento (Picconi et al, 2003). I nostri risultati mostrano che nel gruppo di
animali non discinetici non si verifica alcuna alterazione di localizzazione della subunita NR2B
sinaptica, come accade invece nei discinetici a causa di un modificato trafficking della subunita

verso siti extrasinaptici. Interessante notare che gli animali discinetici hanno livelli di subunita
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NR2A significativamente piu alti nel compartimento postsinaptico. Questi eventi risultavano
paralleli a profonde modificazioni del legame della subunita NR2B del recettore NMDA con
gli elementi della famiglia delle MAGUK.

L’attivazione del recettore NMDA ¢ strettamente dipendente dalla localizzazione del segnale
attivato dal recettore NMDA (Hardingham et al., 2002). I risultati qui presentati confermano e
rafforzano il ruolo funzionale della cascata corretta NR2B—CREB all’interno dei neuroni
striatali e propongono che una modificazione reversibile della pathway sia coinvolta nel
modello sperimentale di Parkinson e nella risposta neuronale cronica alla L-DOPA.

Studi recenti nei primati suggerivano che la upregulation della subunita NR2A in membrane
sinaptosomali puo essere un importante fattore nelle discinesie da L-DOPA (Hallett et al.,
2005). In accordo, noi mostriamo che i livelli sinaptici di NR2A sono aumentati nei ratti
discinetici supportando 1’idea che la modificazione dei recettori NMDA ai siti sinaptici
potrebbe essere considerata determinante nell'insorgenza delle discinesie da L-DOPA. Ancora
pil interessante ¢ il risultato ottenuto col trattamento cronico con il peptide TAT2A e la L-
DOPA. Infatti, la somministrazione del peptide, capace di perturbare il trasporto della subunita
NR2A in sinapsi, ¢ stata in grado di ridurre 1'incidenza delle discinesie negli animali trattati con
L-DOPA.

Un aumento di NR1/NR2B NMDA ¢ stato osservato nel putamen di pazienti trattati per un
anno con discinesie suggerendo che questi recettori possono essere considerati correlati
molecolari delle complicazioni motorie. Questi studi suggeriscono che la supersensivita dei
recettori per il glutammato striatale puo essere responsabile dello sviluppo delle discinesie in
seguito al trattamento con L-DOPA.

Di recente, sono stati descritti due studi con risultati in apparente contrasto sugli effetti degli
antagonisti selettivi delle subunita NR2B sulle discinesie da L-DOPA in due modelli diversi di
MP (Nash et al, 2004; Wessell et al., 2004). Comunque, tali studi concordavano

nell’identificare NR2B come 1’elemento chiave nel parkinsonismo sperimentale e nello
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sviluppo delle discinesie da L-DOPA (Nash et al., 2000; Hadj Tahar et al., 2004; Loschmann
et al., 2004).

Nel nostro studio, abbiamo confermato ed ampliato questo concetto in quanto, attraverso la
distruzione dell’interazione della subunita NR2B con le MAGUK utilizzando il peptide
TAT2B siamo stati in grado di indurre un comportamento motorio discinetico in animali
trattati con L-DOPA non discinetici.

Sempre maggiore attenzione ¢ stata mostrata nei confronti dei cambiamenti di composizione e
fosforilazione dei recettori NMDA nel parkinsonismo sperimentale (Menegoz et al., 1995; Oh
et al., 1999; Dunah et al., 2000; Picconi et al., 2004). I nostri risultati differiscono da risultati
precedenti (Nash et al., 2005) che mostrano le modificazioni dei livelli totali striatali di PSD-
95 e SAP-97 nel parkinsonismo e nella discinesia da L-DOPA, probabilmente a causa della
diversa lesione o del trattamento con L-DOPA come pure delle tecniche di solubilizzazione
usate per il frazionamento subcellulare (Nash et al, 2005) in quanto i nostri esperimenti
biochimici sono stati eseguiti nel TIF (triton insoluble fraction) (Gardoni et al, 2001)
altamente arricchito in proteine PSD. Queste discrepanze potrebbero inoltre spiegare 1’assenza
di modificazioni della subunita NR2B nel sito di fosforilazione per tirosina trovato nella nostra
preparazione per il TIF paragonato con i precedenti studi (Menegoz et al., 1995; Dunah et al.,
2000).

In accordo con studi precedenti (Menegoz et al., 1995; Dunah et al., 2000; Hallett et al., 2005),
i livelli di proteine del complesso del recettore NMDA (NMDA subunita ed elementi
MAGUK) presenti negli omogenati totali non erano modificati nei lesionati e nei ratti trattati
con L-DOPA. Nel loro complesso i nostri risultati confermano 1’idea che la redistribuzione
subcellulare e non l'alterata espressione degli elementi del complesso del recettore NMDA
potrebbe rappresentare il principale evento nei neuroni striatali nel parkinsonismo sperimentale

e nelle discinesie da L-DOPA.
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Un altro aspetto fondamentale da considerare ¢ il ruolo principe della composizione della PSD
nell’attivita di tutte le sinapsi glutammatergiche. Infatti 1’attivazione, il corretto assemblaggio e
la corretta localizzazione in sinapsi del complesso recettoriale NMDA sono condizioni
necessarie per l'instaurarsi di una forma di plasticita sinaptica come I’LTP (Picconi et al.,
2004).

Nel presente studio ¢ stata dimostrata una profonda alterazione della composizione in subunita
del recettore NMDA nella PSD striatale, un compartimento altamente ricco di recettori
ionotropici al glutammato (Kim and Sheng, 2004). In particolare, i livelli di NR2A e NR2B
nello striato sono modificati in modo tale da portare a un aumento del rapporto NR2A/2B,
sebbene le MAGUK responsabili del trasporto di queste subunita non siano alterate. Questa
modificazione nella composizione in subunita potrebbe contribuire alle alterazioni osservate
del mancato depotenziamento della LTP nel gruppo di animali discinetici.

Risultati precedenti dimostravano che i peptidi analoghi al dominio C-terminale di NR2B non
mostravano alcun effetto sulla trasmissione sinaptica o sulla induzione della LTP in fettine
ippocampali (Lim et al., 2003) anche se producevano una riduzione nel numero di clusters
dendritici della PSD-95 e dei recettori NMDA, suggerendo un ruolo di PSD-95 e dei suoi
omologhi nella organizzazione dei recettori NMDA nelle sinapsi.

Nelle nostre condizioni, il trattamento cronico con TAT2A, oltre ad avere una significativa
efficacia nella prevenzione del comportamento discinetico, si ¢ rivelato privo di effetti deleteri
sui fenomeni di plasticita sinaptica striatale. Infatti, né 1'induzione n¢ il mantenimento della
LTP in striato venivano compromessi dal peptide, come dimostrato dalle registrazioni
elettrofisiologiche condotte ex vivo in fettine corticostriatali.

Un risultato apparentemente discrepante riguarda gli effetti del peptide in vitro sui fenomeni
del depotenziamento rispetto agli effetti ottenuti in seguito alla somministrazione in vivo.
L'efficacia dell'applicazione del TAT2A nel ripristinare il depotenziamento in vitro ha infatti

incoraggiato la successiva sperimentazione del peptide in vivo associandolo alla L-DOPA sin
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dall'inizio della terapia. Sorprendentemente, 1'uso concomitante del peptide e di L-DOPA
riduceva significativamente l'insorgenza delle discinesie rispetto al gruppo trattato con L-
DOPA ed il peptide inattivo TAT2A(-SDV). Tuttavia, il peptide non era in grado di ripristinare
il depotenziamento negli animali gia discinetici. Questo risultato indica che il peptide ¢ in
grado di ridurre significativamente l'incidenza delle discinesie, ma non ¢ in grado di revertirle
una volta che queste si siano instaurate. Questo dato ¢ in accordo con quanto osservato
precedentemente con un trattamento che prevedeva la somministrazione intrastriatale di
TAT2A per 3 giorni negli animali che erano affetti da discinesie.

Il fatto che il trattamento in vivo non sia in grado di ripristinare il depotenziamento mentre
I'applicazione in vitro ¢ efficace & solo apparentemente in contrasto.

Come ¢ noto le due condizioni sperimentali sono molto diverse in quanto il trattamento in vitro
perturba probabilmente pit profondamente 1'assemblaggio delle subunita in sinapsi di quanto
non faccia il trattamento in vivo in cui subentrano fenomeni di compensazione legati
verosimilmente alla transcrizione genica.

Qui aggiungiamo una rilevante conoscenza sul ruolo delle proteine MAGUK nel guidare una
risposta motoria fisiologica mostrando che una modificazione del binding delle MAGUK a
specifiche subunita del recettore NMDA ¢ strettamente correlato ad un anomalo
comportamento motorio dopo il trattamento cronico con L-DOPA. Inoltre, questi risultati
rivelano che la somministrazione dei peptidi TAT in vivo potrebbe costituire una nuova
strategia terapeutica nella prevezione delle discinesie indotte da L-DOPA. Infatti, il trattamento
con il peptide non ¢ in grado di ridurre le discinesie una volta instaurate, ma ¢ in grado di

prevenirne 1'insorgenza se somministrato sin dall'inizio della terapia con L-DOPA.
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Figura 1.

a, Caratterizzazione del metodo di frazionamento biochimico utilizzato nel presente studio. La
procedura per il frazionamento subcellulare ¢ decritto in Materiali e Metodi. b, Frazioni isolate
biochimiche da tessuti striatali separate mediante SDS-PAGE. Blots sono stati testati con

anticorpi contro NR2B, NR2A, PSD-95, sinaptofisina, CaMKII. Wb, Western Blot.

Figura 2.

Effetti della lesione e del trattamento con L-DOPA sulle subunita del recettore NMDA in
striato. Gli animali lesionati sono stati trattati cronicamente con L-DOPA e divisi in due gruppi
in base alla presenza (DYS) o assenza di discinesie (Non DYS). Gli omogenati striatali (Homo)
e TIF da 6-OHDA, discinetici e non discinetici sono stati analizzati mediante western blot
utilizzando anticorpi NR1, NR2A ed NR2B. La stessa quantita di proteina ¢ stata caricata per
ogni campione (NR2A, p<0.05 discinesia vs controllo; NR2B, p<0.01, discinetici vs controllo

e 6-OHDA vs controllo; n=8 per ogni gruppo sperimentale, C, controllo).

Figura 3.

Omogenati striatali (Homo, sinistra) e TIF (destra) da ratti lesionati, DYS e NON-DYS
analizzati mediante wester blot con anticorpi PSD-95, SAP-97 e SAP-102.

Gli istogrammi mostrano la quantificazione del western blotting per le proteine MAGUK nelle
frazioni omogenato e TIF. I dati sono normalizzati come percentuale di PDS-95, SAP-97 e
SAP-102 nei ratti controllo (C) (p<0.05, SAP 97 e PSD-95 6-OHDA vs controllo; p<0.005,

SAP-102 6-OHDA vs controllo, n=8 per ogni gruppo).

Figura 4.
Omogenati striatali da sham, 6-OHDA e animali trattati con L-DOPA discinetici e non-

discinetici immunoprecipitati con anticorpi NR2A ed NR2B. Analisi di western blot eseguita in



omogenati immunoprecipitati con anticorpi NR2B, NR2A, SAP 102, SAP 97, PSD 95 e
GluR1. Gi istogrammi mostrano la quantificazione del western blot per le MAGUK eseguita
nel materiale immunoprecipitato. I dati sono normalizzati per lo staining totale di NR2A ed
NR2B nell'immunocomplesso (p<0.01, SAP102/NR2, 6-OHDA vs controlli e discinetici vs

controlli; p<0.05, PSD-95/NR2B e SAP97/NR2B, non-discinetici vs controlli, n=6 per ogni

gruppo.

Figura 5.

Omogenati striatali e TIF degli sham, 6-OHDA, discinetici ¢ non-discinetici analizzati con
anticorpi per NR2B, p1472Tyr, p1303 Ser-NR2B. Gli omogenati striatali (homo) e la frazione
insolubile al triton (TIF) da controlli, 6-OHDA, DYS e non DYS sono stati analizzati mediante
western blot con anticorpi NR2B, pl1472tyr-NR2B e p1303ser-NR2B. Gli istogrammi
mostrano la quantificazione del western blotting eseguito sulla frazione TIF. I dati sono

normalizzati per l'immunoreattivita totale di NR2B nel TIF.

Figura 6.

Omogenati striatali, frazioni di membrane crude (P2), TSF, e TIF ottenute dai controlli, 6-
OHDA, discinetici e non-discinetici, analizzate con western blot con anticorpi NR2B.

a, Omogenati striatali (Homo), frazioni di membran cruda (P2), TSF, e TIF, da ratti controllo
(c), 6-OHDA, DYS e Non DYS, sono stati analizzati mediante tecnica di western blotting con
anticorpo NR2B. b, Gli omogenati striatali da ratti controllo, 6-OHDA, DYS e Non DYS sono
stati analizzati mediante western blotting con CREB e pCREB. Gli istogrammi mostrano la
quantificazione della CREB fosforilata negli omogenati striatali nei vari gruppi sperimentali. |
dati sono normalizzati per l'immunoreattivita di CREB striatale nei rispettivi campioni (p<0.01,
pCREB/CREB 6-OHDA vs controllo e discinetici vs controllo; n= 8 in ogni gruppo

sperimentale).
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Figura 7.

a. Omogenati striatali e il TIF in controllo, 6-OHDA, DYS e non DYS, non DYS e TAT2B e
nonDYS e TAT2B(-SDV) analizzati mediante western blotting con anticorpi per PSD-95,
NR2A ed NR2B. b. Gli istogrammi mostrano la quantificazione di NR2A, NR2B e PSD-95 nel
TIF degli striati dei diversi gruppi sperimentali (p<0.05, NR2B 6-OHDA vs controllo e
discinesia vs controllo; p<0.02, R2B non dys e TAT2B vs non DYS e non DYS e TAT2B (-
SDV) vs non DYS e TAT2B; p<0.05 NR2A DYS vs controllo; p<0.05, PSD-95 6-OHDA vs
controllo; n=6 per ogni gruppo sperimentale). c. Coimmunoprecipitazione di PSD-95 e NR2A
NR2B nell'omogenato di ratti non DYS in presenza o assenza di TAT2B (500 uM) o TAT2B(-
SDV) (500 uM). d. Analisi degli effetti della iniezione del TAT2 B intrastriatale nei ratti non
DYS. Tre tes consecutivi di AIMs nei ratti non DYS (*#p<0.05, non DYS vs non DYS e TAT
2B e non DYS e TAT2B(-SDV) vs non DYS e TAT2B; ***p<0,01 DYS vs non DYS; n=6 in

ogni gruppo sperimentale).

Figura 8.
Lo schema rappresenta la distribuzione delle subunita del recettore NMDA nel gruppo di
animali discinetici e non-discinetici e la conseguente attivazione o inibizione della via di

trascrizione CREB mediata.

Figura 9.

Grafici rappresentanti il time-course dellL'TP e del depotenziamento rispettivamente nel
gruppo discinetico (n=5) e non discinetico (n=4). L'applicazione in vitro del peptide TAT2B 10
min prima del protocollo di LFS e durante tale protocollo blocca I'induzione del
depotenziamento nel gruppo di animali non-discinetici e al contrario, il peptide TAT2A

ripristina il depotenziamento negli animali discinetici in cui tale fenomeno ¢ assente.
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Figura 10.

La somministrazione del peptide TAT2A riduce l'incidenza delle discinesie. Nel grafico sono
mostrati due gruppi sperimentali, animali lesionati con 6-OHDA trattati con TAT2A o con
TAT2A-SDV (per ogni gruppo n=20) ed il numero di soggetti che sviluppa le discinesie . Il
numero di soggetti discinetici nel gruppo trattato con TAT2A risulta significativamente minore
rispetto al numero di tali soggetti nel gruppo trattato con peptide inattivo (n= 6 trattati con

TAT2A, n=12 trattati con TAT2A-SDV, p<0.01).

Figura 11.

LTD negli animali discinetici e non-discinetici trattati cronicamente con il peptide TAT2A. (A)
In grafico & rappresentato il time-course dell'L'TD nel gruppo di animali discinetici € non-
discinetici (Dys, n=5, p>0.05, pre vs post HFS; non Dys, n=4, p<0.01, pre vs post HFS) (B)
Medie delle tracce delle EPSC evocate 10 minuti prima dell'HFS e 30 minuti dopo la sua

induzione.

Figura 12.

Time-course dell'LTP negli animali non-discinetici. (A) In grafico ¢ mostrato 1'andamento
dell'LTP negli animali non-discinetici trattati cronicamente con TAT2A e L-DOPA (n=3,
p<0.01, pre vs post HES). (B) Esempio di tracce delle EPSCs evocate nei MSNs 10 minuti

prima e 30 minuti dopo I'HFS.

Figura 13.
Il trattamento cronico con TAT2A non perturba l'induzione dell'LTP nel gruppo di animali
discinetici, tuttavia non ripristina il depotenziamento in questo gruppo. In (A) & mostrato il

time-course dell'LTP nei neuroni spinosi (n=4, p<0.01, pre vs post HFS) e l'assenza del
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depotenziamento in seguito ad un protocollo di LFS. In (B) ¢ mostrato un esempio di medie
delle tracce degli EPSP registrati 10 min prima e 15 minuti dopo I'HFS e 20 minuti dopo la

LFS.
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Figure 4

A

—@— Dys rats: High dose L-DOPA (n =45; 50 mg/Kg/day)

- Dys rats: Low dose L-DOPA (n =18; 20 mg/Kg/day)

—4@— Non Dys rats: Low dose L-DOPA (n =17; 20 mg/Kg/day)
50

404 * * ok

304

per session

204

104

Sum AIMs score

*%
*%
04 —¢—0—0o oo "
'10 T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7

Session number

o0 4
©



Figure 5

>

EPSP amplitude
(% of control)

o~

EPSP amplitude

(% of control)

A

EPSP amplitude

(% of control)

2204
200+

o] %iééi 503350
Egzigﬁo

2Hz

HFS

im§§§§§§§

604 @ control

404 O 6-OHDA +21d high doses L-DOPA (50 mg/Kg/day)

20 T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

220
200
180
|
160 §
11 HFs gﬁ@ig
120 :
1004 D000
80

-20-15-10-5 0 5 10 1520 25 30 3540 45 50 55 60 65 70 75

time (min)

2Hz

3~§§§g§§§

60- @ control

40 O 6-OHDA +21d L-DOPA (20 mg/Kg/day): Non Dys rats

20 T T T T T T T T T T T

T T T T T T 1
-20-15-10-5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75

time (min)

220+

200

o] HFS ééé? ééééééé
120+ :

1001 38500 L”iiiiiii
809 @® control

Zg_ O 6-OHDA +21d L-DOPA (20 mg/Kg/day): Dys rats

T T T T T T T T T T T T T T T T T
-20-15-10-5 0 5 10 1520 25 30 3540 45 50 55 60 65 70 75

time (min)

77



Figure 6
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Figure 3
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Figure 6
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Figure 7
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Figure 8
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 13
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Verbale n° 32

In data 21 Ottobre, 2008, alle ore 9.00, nei locali della Facolta di Farmacia
dell’Universita di Catanzaro “Magna Graecia”, si ¢ riunito il Collegio dei Docenti del
Dottorato di Ricerca in “Farmacologia e Biochimica della Morte Cellulare” per

discutere e deliberare sul seguente ordine del giorno:

1) Approvazione relazione attivitd anno 2008 e passaggio anni successivi Dottorandi
di ricerca afferenti al XXI, XXII e XXIII ciclo (art. 46, comma I Regolamento
Dottorato); '

2) Valutazione e giudizio finale Dottorandi XIX e XX ciclo;

3) Proposta Commissione esame finale XIX e XX ciclo;

4) Varie ed eventuali.

Sono presenti il Coordinatore, Prof. G. Bagetta, i Proff. M.T. Corasaniti, P.L.
Nicotera, D. Rotiroti, e per consul.tazione telematica, ai sensi del Regolamento
didattico, i Proff. D. Borgese, G. Genchi, N. Mercuri, L.A. Morrone ¢ R.G. Nistico, i
Dott.ri D. Amantea, L. Berliocchi, M.C. Caroleo, R. Curcio, G. Lauria, C. Nucci, L.
Rombola, R. Russo.

Risulta assente giustificata la Dott.ssa E. Cione.

Sono assenti i Proff. E. Clementi, G. Melino, V. Mollace.

L
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Svolge le funzioni di Presidente il Prof. G. Bagetta e di Segretario il Prof. D.
Rotiroti.
OMISSIS
2) Valutazione e giudizio finale dottorandi XX ciclo
Valutazione finale della candidata Dott.ssa Vincenza Bagetta

Tesi: Studio elettrofisiologico, biologico-molecolare e comportamentale dei
meccanismi alla base delle discinesie indotte dalla L-DOPA in modelli murini di

Malattia di Parkinson

11 Collegio dei Docenti ha esaminato il percorso formativo e di ricerca condotto dalla
candidata, che risulta essere stato indirizzato verso tematiche di grande attualita della
ricerca di base nel campo della neurofisiologia e neurdfarmacologia. L’attivita
formativa della Candidata & stata inizialmente orientata alla comprensione delle basi
neuroanatomiche, neurofisiologiche, delle proprieta plastiche e dei correlati
comportamentali normali e patologici dei circuiti neuronali nigrico-striatale e. cortico-
striatale del cervello dei mammiferi. Tale attivita & stata, successivamente, estesa
all’apprendimento delle tecniche di registrazione delle proprieta biofisiche di
membrana, dei potenziali sinaptici .c;, dei correlati ele;troﬁsiologici della plasticita
sinaptica da popolazioni o da singoli neuroni striatali presenti in fettine di tessuto
cerebrale mantenuto in vitro. La Dottoranda ha anche svolto uno stage della durata di
un anno presso la Faculty of Life Sciences della University of Manchester (UK) dove

sotto la guida del Dott. Enrico Bracci ha esteso le sue competenze neurofisiologiche.
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L’attivita di ricerca della Dottoranda ¢ stata rivolta allo studio dei meccanismi
sinaptici alla base della dipendenza dei movimenti discinetici dal dosaggio di L-
DOPA, ancora oggi principale approccio farmacologico alla terapia di Parkinson. A
tal fine, sono state studiate le alterazioni elettrofisiologiche, comportamentali,
cellulari e molecolari che intervengono in un modello sperimentale di discinesie da
L-DOPA nel parkinsonismo indotto da 6-OHDA nel ratto. Cid ha consentito la
decifrazione delle modificazioni quali-quantitative e della distribuzione delle singole
subunita del recettore N-metil-D-aspartato (NMDA) per il glutammato nonché le
interazioni di tale complesso recettoriale con le proteine MAGUK unitamente ai
correlati elettorofisiologici nel depotenziamento sinaptico in ratti parkinsoniani
trattati con L-DOPA, discinetici e non-discinetici.

Il Collegio dei Docenti valuta, nel complesso, estremamente positivo il lavoro
svolto dalla candidata che, durante i quattro anni di corso, ha partecipato attivamente
alle iniziative didattiche organizzate sotto forma di workshops e seminari. Peﬁmto, il
Collegio dei Docenti ritiene la candidata idonea a sostenere I’esame finale di
Dottorato.

OMISSIS
Alle ore 19.00 la seduta ¢ tolta.
Letto, approvato e sottoscritto
1l Segretario 11 Presidente

Prof. Giacinto Bagetta

et A

Prof. Domenicanton{io Rotiroti
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