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PREMESSA 

La sindrome di Rett è una grave malattia neurologica di origine genetica, che colpisce primariamente le femmine con una incidenza di 1/10,000 nascite. Le bambine affette dalla sindrome presentano uno sviluppo perinatale apparentemente normale e iniziano a manifestare, fra i 6 e i 18 mesi di vita, perdita della parola e delle capacità motorie, grave ritardo mentale, tratti autistici, attacchi epilettici e severa scoliosi. Di questa patologia sono state descritte diverse varianti, tra cui la variante CDKL5. Questa patologia presenta sintomatologia simile a quella della sindrome di Rett pur coinvolgendo un gene diverso, non MECP2 ma CDKL5, codificante per la proteina omonima coinvolta nella regolazione delle funzioni sinaptiche e nella loro plasticità. I pazienti affetti da questa sindrome presentano il primo attacco epilettico entro un mese dalla nascita e questo è il criterio per differenziare la diagnosi della sindrome CDKL5 dalla sindrome di Rett. Negli ultimi anni molti studi si sono focalizzati su diversi approcci terapeutici per la cura o il miglioramento di molti dei sintomi della sindrome CDKL5. Recentemente ha destato attenzione il recettore serotoninergico 5-HT7. Questo recettore è coinvolto in molti fenomeni neurofisiologici come la regolazione del ritmo circadiano, dell’umore, della cognizione, dell’apprendimento, della memoria e in generale della plasticità sinaptica. Inoltre è stato associato con diversi disturbi neuropsichiatrici tra cui la sindrome di Rett e la sindrome CDKL5. Per questa ragione molti studi si sono concentrati sulla sintesi di molecole con proprietà agonistiche verso questo recettore. Durante il primo anno ho testato, in un modello murino per la sindrome di Rett, la molecola LP-211, agonista del recettore 5-HT7, dimostrando numerosi effetti benefici della molecola su diversi deficit mostrati dal modello murino. Considerando le analogie tra sindrome di Rett e sindrome CDKL5 e i numerosi effetti benefici della molecola LP.211, durante questo terzo anno di dottorato, la mia ricerca si è concentrata sullo studio di questa molecola, a livello preclinico sul modello murino della sindrome CDKL5, Cdkl5-null, come potenziale approccio terapeutico per la sindrome CDKL5.
METODOLOGIE 
Per la nostra ricerca sono stati utilizzati topi maschi Cdkl5-null (CDD mice) (uno dei modelli murini della sindrome CDKL5) di 12 mesi di età e topi maschi di controllo wild-type (wt). Il disegno sperimentale prevedeva 7 iniezioni intraperitoneali, una al giorno per 7 giorni, di una soluzione di controllo o di una soluzione 0.25mg/kg di LP-211. Successivamente al trattamento l’attività di ricerca è stata suddivisa in due grandi temi: valutazione degli effetti del trattamento con LP-211 sul fenotipo comportamentale caratteristico della sintomatologia della sindrome CDDKL5 e valutazione degli effetti del trattamento con LP-211 su alcune alterazioni molecolari presenti nella patologia. Per la valutazione degli effetti del trattamento a livello comportamentale, sono stati eseguiti test per studiare alterazioni assimilabili alla sintomatologia Rett. In particolare sono stati eseguiti: una valutazione della salute degli animali, due test cognitivi, denominati Prepulse Inhibition e Cued Fear Conditioning and extinction, una valutazione dell’attività locomotoria nel test di Open Field e di attività locomotoria spontanea in home cage. Al termine degli esperimenti sono stati prelevati i tessuti cerebrali dei soggetti sperimentali per valutare gli effetti del trattamento su alcuni pattern molecolari. Per la valutazione degli effetti del trattamento a livello molecolare sono stati eseguiti: test ELISA su attivazione di RAC1, Western Blot (WB) per la valutazione dei livelli di Cdkl5 e attivazione di PAK, AKT e S6 e saggi biochimici sull’attività mitocondriale, sia dei complessi della catena respiratoria, sia sulla produzione di ATP.
RISULTATI
I risultati del presente studio evidenziano per la prima volta che il trattamento con LP-211 induce effetti benefici sia a livello comportamentale sia a livello molecolare in un modello murino della sindrome CDKL5 (Cdkl5-null). Inoltre per la prima volta è stato caratterizzato il fenotipo neurocomportamentale del topo Cdkl5-null, valutando la presenza di alterazioni a 12 mesi di età, periodo in cui l’animale è pienamente sintomatico. Infatti i risultati hanno mostrato la presenza di diversi deficit comportamentali e molecolari. I topi Cdkl5-null mostrano una peggior condizione di salute rispetto ai wt, una diminuita attività locomotoria in home cage ma un’aumentata attività locomotoria durante l’Open field task ( in linea con lavori precedentemente pubblicati in cui venivano usati topi più giovani), deficit non ripristinati dal trattamento con LP-211. Dall’analisi del test cognitivo Fear conditioning, test che valuta l’apprendimento associativo dell’animale, quantificato come comportamento di immobilità (freezing) in risposta ad uno stimolo doloroso, è emerso che il topo Cdkl5-null mostra una risposta di freezing inferiore rispetto ai WT. Questa alterazione non è normalizzata dal trattamento con LP-211. Dai dati comportamentali sono emersi risultati statisticamente significativi dall’analisi della Prepulse Inhibition (PPI). La PPI è un fenomeno neurologico nel quale una serie di PRE-stimoli acustici a differente intensità inibiscono la risposta muscolare dell’animale ad uno stimolo acustico a più forte intensità (reazione di paura). Una disfunzione nell’associazione prestimolo- risposta muscolare diminuita dopo lo stimolo forte è associata a molti disturbi neuropsichiatrici. Dall’analisi del test è emerso che nei topi Cdkl5-null questa risposta è alterata. Il trattamento con LP-211 riesce a ripristinare questo deficit, riportando i valori di PPI ai livelli dei WT. Dalle analisi molecolari è emerso che, nella corteccia dei topi Cdkl5-null, i livelli della proteina RAC1, Rho GTPasi coinvolta nella sindrome CDKL5, sorprendentemente non risultano alterati. Tuttavia, LP-211 incrementa i sui livelli sia nei Cdkl5-null che nei wt. Inoltre, dalle analisi WB in corteccia è emerso che l’attivazione di PAK, proteina a valle dell’attivazione delle RhoGTPasi, risulta aumentata nei Cdkl5-null rispetto ai wt. LP-211 incrementa ulteriormente questa attivazione, suggerendo un possibile target per futuri approcci farmacalogici. Per quanto riguarda l’attivazione dei target a valle delle RhoGTPasi, nessuna differenza tra Cdkl5-null  e wt è emersa analizzando l’attivazione di AKT. L’attivazione della proteina ribosomiale S6, è risultata aumentata nella corteccia dei topi Cdkl5-null rispetto ai wt. Questa alterazione è rispristinata dal trattamento con LP-211. Considerando le analisi sui mitocondri cerebrali, i topi Cdkl5-null mostrano sia livelli inferiori di attività dei complessi della catena respiratoria III, IV e V e livelli inferiori sia di produzione di ATP e di quantità di ATP totale cerebrale. Questi deficit sono completamente recuperati dal trattamento con LP-211. Tutti insieme questi dati dimostrano i benefici del trattamento con LP-211, agonista del recettore 5-HT7, in un modello murino della sindrome CDKL5, migliorando, almeno in parte, i severi deficit rilevati e proponendo una nuova molecola e nuovi target per il trattamento della patologia. 
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