1 INTRODUZIONE

1.1. I neuropeptidi: scoperta e caratteristiche

Negli anni '70 e '80 divenne evidente I'esistenzauda grande varieta di neuropeptidi sia
a livello cerebrale sia in altre zone dell’organisne nuovi membri di questa classe di
mediatori vengono aggiunti ancora oggi (Civelliat 2001). | mediatori endogeni di
natura peptidica sono generalmente costituiti daaatena lineare da 3 a 200 aminoacidi e
sono fino a 50 volte piu grandi dei neurotrasnmmititlassici; sono piu piccoli delle
proteine e possiedono una struttura tridimensiomad®o complessa. Spesso, i peptidi
contengono legami intramolecolari disulfurici chenferiscono alla molecola una
conformazione parzialmente ciclica e possono cong@e due O piu catene separate
legate da legami disulfurici. La conformazione ¢hgeptidi assumono quando sono in
soluzione é scarsamente definita in quanto satiditinolecole caratterizzate da un elevata
flessibilita. Le proteine piu grandi sono caratteaite da una conformazione piu rigida, ma
a causa della loro dimensione, interagiscono gémerde con piu siti del recettore
(Bentacur et al. 1997). La struttura di un pepgddirettamente codificata nel genoma, la
cellule produce una proteina precursqree-pro-peptide nella quale e contenuta la
sequenza peptidica, e con essa gli enzimi proigdjpecifici che la scindono liberando il
peptide attivo (Cullinan et al. 1991). Importardne soprattutto gli effetti di endopeptidasi
che idrolizzano il pro peptide in tratti specifiella sua sequenza aminoacidica, portando
alla formazione di uno o piu peptidi finali dotdtiattivita biologica, all'interno dei granuli
(Benfenati et al. 2004). In genere, sia a livelld teticolo endoplasmatico rugoso che
dell’apparato di Golgi, i peptidi vanno incontronaodificazioni post-traduzionali quali
I'amidazione del terminale carbossilico, la glidazione, I'acetilazione, la carbossilazione,
la solfatazione o la fosforilazione di specificsidui (Perone et al. 1997).

Nelle caratteristiche globali la trasmissione pgtyica ha aspetti in comune con la
trasmissione operata dai classici trasmettitori maptidici. La differenza principale
consiste nel fatto che nei corpi cellulari vengeimdetizzati granuli contenenti i precursori
peptidici che verranno poi indirizzati nei siti diembrana plasmatica dove avverra il
processo di neurosecrezione. Questi granuli, tspeatle vescicole sinaptiche che
contengono i neurotrasmettitori classici, sono gnessi e piu densi al microscopio
elettronico. Una volta liberati i neuropeptidi,raguli non possono essere ricaricati in situ,
ma vengono sostituiti da nuovi granuli pre-caricatlivello del soma. Il turnover del
neuropeptide & quindi meno rapido di quello desnrettitori classici (Cullinan et al.
1991). In generale per attivare il rilascio del mgeptide occorrono frequenze di
stimolazione del neurone piu elevate di quelleieste per la liberazione dei trasmettitori
classici; una piccola parte del peptide pud es$iberata con il meccanismo della
secrezione costitutiva (Benfenati et al. 2004 eunopeptidi rilasciati dal neurone non sono
ricatturati dai terminali sinaptici, come le amibi@gene e non sono distrutti rapidamente.



La scomparsa dei peptidi nei siti attivi e lentaprencipalmente affidata alla proteolisi
enzimatica e alla caduta di concentrazione peptigidunzione della diluizione. La soglia
di attivazione per uno specifico recettore dipemstiettamente dall’affinita di legame
peptide-recettore. Nello stato di bassa affiniteedettore € poco sensibile al ligando e ne
occorre un elevata concentrazione per attivarecgttore stesso; viceversa se il recettore e
molto sensibile al peptide. L'attivita proteolitiéatalvolta intensa, ma in molti casi non
rappresenta la principale causa di scomparsa delaggio peptidico. Le peptidasi
possono controllare I'attivita del trasmettitorgopeico in almeno tre modi:

a) contribuiscono alla liberazione della formavattilel peptide;

b) alterano la specificita recettoriale del peptide

c) estinguono I'attivita biologica del peptide (Bemati et al. 2004).

Una volta liberati nello spazio extracellulare,eunopeptidi possono essere esposti
all'attivita di endopeptidasi specifiche che gemerdrammenti con attivita biologica e
affinita recettoriale anche diversa dal peptidgiogrio (Benfenati et al. 2004). Un aspetto
singolare della trasmissione peptidergica € lalizeazione dei recettori per i peptici;
spesso questi, infatti, non sono presenti a livédtee sinapsi a cui partecipano i terminali
nervosi contenenti i relativi peptidi oppure possassere presenti ma in modo non
correlato con la quantita di peptide e con le azahe esso esercita. Esistono pertanto
numerosi casi di disaccordo spaziale fra sito @isdo del peptide e sito di azione.
Pertanto il peptide secreto deve raggiungere i a@ttori che possono trovarsi a distanze
anche notevoli dal sito di secrezione, e perch@aosisa stabilire il necessario legame
peptide-recettore per la trasmissione, occorre ithgeptide sia altamente selettivo e
possegga elevata affinita per il recettore situsioneuroni distanti. A tale forma di
trasmissione é stato dato il nomevdilume Trasmissiqro trasmissione extra-sinaptica per
diffusione. L’elevata affinita necessaria spiegddvata numerosita dei neuropeptidi stessi
e dei loro recettori in confronto a i pochi trastieti e recettori classici (Cella e Miiller,
2004).

Le funzioni dei neuropeptidi variano dalla neurstngssione al ruolo di fattori di
crescita. Sono presenti nelle cellule gliali, soaomoni nel sistema endocrino, e
messaggeri a livello del sistema immunitario (Baranet al. 2001). | peptidi sono presenti
in varie zone dell’'organismo, dove probabilment&rtafunzioni di mediatori. Spesso
sembra esserci una connessione fra gli effettnddato peptide in siti corporei diversi in
relazioni a funzione fisiologiche coordinate. Attodggi si puo sostenere che il gran
numero di informazioni raccolte a partire dal 190 fornito unicamente pochi concetti
generali circa il loro ruolo funzionale e ha inaolb studio e lo sviluppo di nuovi farmaci
sfruttando le caratteristiche di questi sistemitijolepgici al fine di poter trattare diverse
patologie.



1.2 | principi della farmacologia inversa

| recettori accoppiati a proteine G (GPCR) formama delle piu vaste superfamiglie di
geni (Vassilatis et al. 2003) e derivano dal caiecehe i recettori che si accoppiano a
proteine G per indurre risposte tramite secondisaggeri, condividono caratteristiche
strutturali simili, quali la tipologia a sette regi transmembrana. | GPCR sono attivati da
vari tipi di molecole di segnale quali monoamineridati di amminoacidi, peptidi cosi
come molecole chemiotattiche, olfattive e dallaelu@Bockaert e Pin, 1999). Sono
fortemente implicati nelle interazioni intercelltlan particolare, tutti i recettori che sono
attivati da peptidi bioattivi, e specialmente ngaeptidi, sono GPCR. Il riconoscimento del
fatto che i GPCR condividano similarita di seque(R&on et al. 1986) ha promosso
I'applicazione di approcci di screening di omologexr la ricerca di nuovi recettori. Negli
anni ‘80 e '90 tecniche di ibridizzazione a bassagenza e di screening di omologia
basate su PCR, hanno portato all'identificazionardicentinaio di GPCR (Bunzow et al.
1988; Libert et al. 1989). Col completamento dejusmziamento del genoma umano, il
numero di GPCR ha raggiunto il numero di circa B@&ssilatis et al. 2003).
L’identificazione dei GPCR sulla base delle siniitadi sequenza, tuttavia, apre le
porte ad un problema importante: la scoperta ded Ibigandi endogeni, cioe la
determinazione della loro funzione fisiologica €lifietti, i primi resoconti delle ricerche su
vasta scala basate sullomologia ha portato aliifieazione di vari GPCR “orfani”,
recettori in cerca dei loro ligandi (Bunzow et H988; Libert et al. 1989). La soluzione a
questa sfida e consistita nel fare degli screesmgGPCR nei confronti di potenziali
ligandi, strategia che viene riferita come farmaga@ inversa (Civelli et al. 2001). Ognuno
dei recettori orfani viene fatto esprimere in cellaucariotiche grazie alla trasfezione con
cDNA e le cellule cosi ottenute, sono utilizzataneobersagli per determinare quale
potenziale ligando si leghi al recettore orfanoaidvello della membrana sia per mezzo
della sua capacita di indurre una risposta chevotge un secondo messaggero. Gia nel
1988 si trovarono i primi GPCR “deorfanizzati”: eaettori serotoninergico 5-H{ e
dopaminergico b (Bunzow et al. 1988; Fargin et al. 1988). A megygld anni '90
numerosi gruppi si erano uniti a questa ricercac@®0 GPCR erano stati associati ai loro
rispettivi ligandi naturali (Civelli et al. 2005)uttavia, mentre questo processo era in corso
si riconobbe che il numero di GPCR sopravanzavaurhero di ligandi conosciuti. Fu
ideata una strategia finalizzata a trovare ligamtilogeni di GPCR orfani in tessuti che, si
riteneva, li producessero (Civelli et al. 2001)idéhtificazione di nuovi trasmettitori in
grado di attivare GPCR orfani ha infatti rappreaemtla “Stele di Rosetta” nella
comprensione della funzione di questi recettorapproccio scientifico, finora risultato
efficace, era la cosiddetta strategia del “recetmfano” (Figura 1) di cui ricordiamo le
fasi salienti:
- espressione del GPCR orfano, clonato in una lvedlalare eterologa;
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- esposizione di questa linea cellulare trasfettataun estratto di tessuto che si ipotizza
contenere il ligando naturale;

- registrazione delle modificazioni del secondo saggero dopo I'eventuale attivazione
del GPCR orfano; questa misura avviene confrontgradallelamente I'attivita di cellule
della stessa linea non trasfettata (campione dralm);

- frazionamento del tessuto estratto e isolameetcamponente attivo;

- determinazione della struttura chimica del congmae attivo;

- sintesi chimica del componente attivo e comparazicon l'attivita del ligando
purificato, la quale dovrebbe dimostrarsi identica.
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Figura 1
Strategia del recettore orfano (Civelli et al. 2001

Questa strategia presenta due elementi incogaitiatura chimica del trasmettitore ed il
tipo di risposta del secondo messaggero indotteatdsazione del GPCR orfano. Queste
variabili aggiunte al fatto che, anche in assenzadfezione di DNA, la linea cellulare
esprime una varieta di recettori endogeni attiva@hdono l'applicazione di tale strategia
un processo che ha bisogno di controllo meticolesdi costanti adeguamenti (Civelli,
1998). La deorfanizzazione dei recettori € statgeisa anche con l'utilizzo di miscele di
ligandi sintetici in alternativa ai ligandi naturajuesto approccio viene identificato con il
nome di “farmacologia inversa”, come precedentemendicato. La farmacologia inversa
(Figura 2) risulta essere una versione ad altoinegnto del “metodo del recettore orfano”.
Vari ligandi, principalmente peptidi, lipidi e di® composti olfattivi, mostrano
caratteristiche che inducono a supporre una lopaat di legare i GPCR.

Quindi, I'organizzazione di questi ligandi assieafla sintesi di composti tra loro correlati,

consente la costruzione di librerie di sostanzkzméibili per la determinazione su ampia

scala del legame ligando-recettore. Inoltre quéptodi approccio tecnico permette anche
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la possibilita di testare, casualmente, il legaingotienziali trasmettitori su una gamma di

GPCR orfani (anche in questo caso espressi inledHasfettate) con la speranza che uno
di essi attivi un corrispondente recettore. Quastiodo € tecnicamente piu semplice
rispetto alla strategia del recettore orfano, pé&relimina I'esigenza di estrarre il possibile
ligando dal tessuto, eseguirne il frazionamentodeterminarne la struttura.
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Figura 2
Farmacologia inversa (Civelli et al. 2001).

Nonostante il fatto che la tecnica, rispetto altacpdente risulti essere piu semplice e
veloce, il suo successo dipende dalla disponibilitana vasta gamma di ligandi, spesso
ostacolata dai costi proibitivi e dalle limitate g3ilita economiche dell'ambiente

accademico. Inoltre i ligandi, identificati in ge@snodo, non derivano direttamente da
estratti di tessuto e pertanto potrebbero esistereatura anche in forme piu potenti. Se
inizialmente, per la farmacologia inversa si prétgw@ un futuro limitato, una recente

novita ha potuto drasticamente estenderne la vel@pplicazione: I'ausilio delle banche

genomiche e delle nuove tecnologie, le quali mirab automatizzare le operazioni
manuali, riducendo ampiamente tempo e costi.

Applicando la strategia del recettore orfano, ést#entificato un eptadecapeptide come |l
ligando naturale del recettore ORL-1. E’ stato aemato orfanina, e successivamente
Nocicettina/Orfanina FQ (N/OFQ) e si e notato clemdivide alcune somiglianze coi
peptidi oppioidi nonostante la sua specificita peecettore ORL-1 (Meunier et al. 1995;
Reinscheid et al. 1995). Da allora si e dimostiasuo coinvolgimento in varie funzioni
fisiologiche come l'ansia, il dolore, la memorialce stress (Mogil e Pasternak, 2001).
Questo successo ha aperto le porte alla ricercai@ti neuropeptidi. Dal 1995 piu di 15
famiglie di nuovi neuropeptidi sono state scopertdéizzando proprio la strategia del

recettore orfano (Tabella 1).



Anno di

) Veglia Altre funzioni fisiologiche
scoperta

Nocicettina/Orfanina FQ it [ronne snala, shatione

(N/OFQ) : (Mogil and Pasternak, 2001)
Orexina/ipocretina 1998 T Willie et al. (2001)
Peptide Rilasciante la " A . : e =
Prolattina (PrRP) 1998 ‘ Rilascio di prolattina (Lin and Civelli, 2004)
Apelina 1998 Sconosciuta (Tatemoto et al., 1998)
Ghrelina 1999 _ Secrezione di GH (Hosoda et al., 2002)
Ommone di concentrazione L. :

ssios & M 8- 2003
della Melanina (MCH) | 1.9.3.99 .P.1 ios & I.aratos. Flier (2003) B B
Urotensina II 1999 ! [Vasocostrizione (Nothacker and Clark, 2005)
Neuromedina U 2000 Brighton et al. (2004)
‘ Soppressione di metastasi, puberta (Funes et al., 2003;
pl

Pntmiating 001 Ohtaki et al., 2001)
Neuropeptide B/W —— — S i —
(NPB/NPW) 2002 Dolore (Kelly et al., 2005; Tanaka et al., 2003)
Procineticina 1/2 2002 Ritmo circadiano (Zhou & Cheng, 2005)
Relaxina 3 2003 Sconosciuta (Liu et al., 2003a; Liu et al., 2003b)

- - e Ansia
e s S i (Beck et al., 2005; Reinscheid et al., 2005)

Tabella 1

Nuovi neuropeptidi identificati da estratti tisdutesando la strategia del recettore orfano.

L'ultimo neuropeptide identificato con la farmacgia inversa € il Neuropeptide S la cui
funzione e implicata principalmente nella modulag@lell’ansia (Vitale et al. 2008). Dato
il coinvolgimento dei GPCR nelle piu svariate fuondi biologiche, e che i farmaci
sviluppati fino a questo momento interagiscono somumero limitato di questi recettori,
e evidente che la loro “deorfanizzazione” pud pertad un avanzamento enorme delle
nostre conoscenze della fisiopatologia umana, efpuire un numero straordinario di
nuovi bersagli biologici per lo sviluppo di straiedarmacologiche innovative. La chiave
per sfruttare al meglio le potenzialita terapeldictei sistemi peptidergici scoperti con la
farmacologia inversa, € data dalla sintesi di agjom antagonisti specifici che possano
essere impiegati per comprendere la modulazionke delposte biologiche coinvolte.
Relativamente ai sistemi peptidergici oggetto despnti studi: sistema N/OFQ — NOP e
sistema NPS — NPSR, la ricerca di ligandi con itiagonistica ed antagonistica allo
scopo di definirne i ruoli funzionali e il potenk@aterapeutico € stata svolta in
collaborazione con I'Universita di Ferrara.



1.3 “Dolore”, termine dal significato complesso
1.31 Il dolore: terminologia, definizione e metodidiassificazione

L’International Association for the Study of PaitA$P) e I'O.M.S. (Organizzazione
Mondiale della Sanitd), definiscono il dolore conien’esperienza sensoriale ed
emozionale spiacevole associata a danno tissutalaito o potenziale, o descritta in
termini di un simile danno”. Si deduce da questéind®one che il dolore non é una
sensazione come la vista o l'udito, bensi € unaez@ne che scaturisce non solo dal
rilevamento delle modificazioni chimiche secondaaledanno tissutale, ma anche una
componente soggettiva della lesivita di tale dargni individuo, infatti, apprende il
significato di tale parola attraverso le esperiecagelate ad una lesione durante i primi
anni di vita; non tutto quello che é doloroso, ardeso ma la percezione del dolore e reale
sia se il danno & avvenuto o meno. Il dolore, cleempre soggettivo, non pud essere

descritto solo come un fenomeno sensoriale, manghe tra due componenti:

» percettiva (la nocicezione), che costituisce la modalita esgak che permette la

“ricezione” ed il trasporto al sistema nervoso caet (SNC) di stimoli potenzialmente

lesivi per I'organismo;

» esperienziale che €& lo stato psichico collegato alla percezidineuna sensazione

spiacevole.

Il dolore é fisiologico quando rappresenta un skgdallarme per una lesione tissutale,
risultando essenziale per evitare un danno, maéntlgore diventa patologico quando si
auto-mantiene, perdendo il significato iniziale igedtando, a sua volta, una malattia
(sindrome dolorosa) (Mannion e Woolf 2000).

Le vie nervose e biochimiche attivate dalla sermsezdolorosa creano una serie di
risposte molto complesse e articolate che coinvalganche il sistema endocrino e il
sistema immunitario. Capire il dolore o, piu precmente, i diversi tipi di dolore, e
soprattutto una questione di comprensione dei swamcanismi fisiologici (Bonica 1990;
Besson 1997); grazie alle ricerche effettuate des8e (1997) e stato possibile classificare
I diversi tipi di dolore in base alla terminologaatomica, alle caratteristiche cliniche o
ancora all’'eziologia.

Sulla base di queste indicazioni si possono ideat# le diverse forme di dolore (Figura
3):

- Dolore nocicettivo somatosensoriat origina nella pelle (dolore superficiale), apg
dal tessuto connettivale, dal muscolo, dalle ods#le articolazioni o dalle membrane
sinoviali (dolore profondo).

- Dolore visceraletrae origine dai visceri e dal torace, ha spessplocalizzazione vaga
ed e accompagnato da riflessi autonomi e somatici.




- Dolore neurogenocausato da un danno o da un’inflammazione dihraaca nervosa
(dolore neurogeno periferico) oppure da un danma @wna malattia del sistema nervoso
centrale (dolore neurogeno centrale).
- Dolore funzionalgprocurato da disturbi funzionali (ad esempio thachiena causato da
postura e movimenti abitudinali scorretti).
Questa non risulta I'unico tipo di classificaziorstudi successivi distinsero le diverse
forme di dolore anche in base alle risposte vepgaifici farmaci analgesici. In particolare
e stato osservato che il dolore di natura quasugisamente nocicettiva risponde ai
derivati morfinici, mentre il dolore neuropaticakeuni tipi di dolore viscerale rispondono
in modo parziale o non rispondono ai morfinici (Kawet al. 1993).

Altra catalogazione del dolore si basa sulla dudkha percezione, secondo la
quale il dolore puo essere classificato in:
- Transitoriqg quando vi € I'attivazione dei nocicettori respaini della trasmissione degli
stimoli dolorosi, senza danno tissutale; il dolscempare con la cessazione dello stimolo.
- Acuto, ovvero un dolore nocicettivo di breve durata in solitamente il rapporto di
causa/effetto € evidente. Nel dolore acuto, peetteffdi una causa esterna o interna
(esempio danno tissutale), si ha una fisiologidéavastione dei nocicettori che spesso
svanisce con la riparazione del danno. Esso entonso d’allarme che segnala quindi un
danno attuale o possibile.
- Recidivg come spesso in cefalgie.
- Persistentda permanenza dello stimolo nocicettivo rend#olbre "persistente”.
- Cronicq ¢ il dolore associato a profonde modificazioriadpersonalita e dello stile di
vita del paziente che costituiscono fattori di nemmento indipendenti dall'azione dei
nocicettori; € un dolore che continua per lunghiiqeé di tempo. In questi casi non ha
funzione di allarme e diventa dannoso per le seffee che causa. Il dolore cronico, col
tempo, puo produrre sentimenti di rabbia, di tastee di disperazione; puo modificare la
personalita, procurare insonnia, interferire comell@zioni interpersonali e sociali (Hanks
et al. 1993).
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Figura 3
Classificazione del dolore per durata e sito anatomi origine (Melnikova 2010).

1.3.2 Trasduzione del dolore: i nocicettori

Nella cute, cosi come in tutti gli altri tessutiracettori del dolore sono costituiti da
terminazioni nervose libere che segnalano un déesotale in atto o imminente. Queste si
trovano distribuite diffusamente negli strati sdjpgali della cute e anche in alcuni tessuti
profondi. Si identificano diverse categorie di romttori in base al tipo di stimolo
necessario per eccitare le terminazioni dolorifiglkeeettori attivati da stimoli meccanici di
intensita elevata o da lesioni tissutali (meccattoag quelli sensibili al caldo o al freddo
estremi (termocettori); quelli sensibili a variesemze chimiche (chemocettori). Tra i
diversi agenti che eccitano questi ultimi, vannmmiate la bradichinina, la serotonina,
I'istamina, gli ioni K', gli acidi, le prostaglandine, I'aceticolina e glizimi proteolitici. |
nocicettori afferenti funzionano anche da neurdtdfe molti di loro infatti, contengono
mediatori polipeptidici che sono liberati dalle daterminazioni periferiche, quando sono
attivati. Un esempio e la sostanza P che ¢ libenatanseguenza ad un danno cellulare
(Dray 1997).

Nella percezione del dolore sono coinvolte diveasee del sistema nervoso centrale le
quali sono funzionalmente distinte ma interageratidi loro con dinamiche differenti a
seconda del tipo di dolore. Tra queste struttuwerdiamo la corteccia anteriore cingolata,
la corteccia somatico sensoriale Sl e Sll, la corge prefrontale, la corteccia insulare,
I'ipotalamo, il talamo, la sostanza grigia periaeduttale, il cervelletto e i gangli della
base. Benché tutti i recettori del dolore sianmteazioni nervose libere, essi si servono di
due vie distinte per la trasmissione dei segndbrifai all'interno del SNC; una via per il
dolore acuto-rapido (dolore descritto come localiaze acuto), e un’altra per il dolore
lento cronico o viscerale (espresso invece comespidgo e diffuso). L'informazione
nocicettiva acuta-rapida nasce nei nocicettori etra@messa ai neuroni delle corna
posteriori del midollo spinale attraverso piccalerd mielinizzate del tipo 8, a velocita
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comprese tra 6 e 30 m/s; mentre quelle del dolricronico, invece, sono trasmesse da
fibre C non mielinizzate con una velocita tra 0 B m@/s.

Le fibre dolorifiche entrano nel midollo spinaleraverso le radici posteriori e
terminano sui neuroni delle corna dorsali. Anchguasto livello, sono due i sistemi
attraverso cui vengono trasmessi i segnali delrdgbmima di essere avviati all’encefalo
(Figura 4). Le fibre A del dolore rapido terminano a livello delle copsteriori, nella
lamina | (lamina marginalis) e nella lamina V. Intambe le lamine le fibre in arrivo
eccitano i neuroni di secondo ordine, che con ioldunghi assoni decussano
immediatamente portandosi nel lato opposto del hoido quindi ascendono all’encefalo
con la componente laterale della via sensitivarartgerale, la quale e essenziale per la
percezione del dolore nelluomo. Le fibre C chestnattono i segnali del dolore lento,
terminano, invece, quasi tutte nelle lamine Il & delle corna posteriori nella zona
chiamata sostanza gelatinosa; da qui i segnalap@rassima parte passano attraverso uno
0 piu neuroni ad assone breve fino a giungere haténa V, dove hanno origine neuroni
ad assone lungo che nella maggior parte, unendleditae del dolore rapido, vanno nel
lato opposto del midollo per poi risalire con langmnente laterale della via sensitiva
antero-laterale all’encefalo. Esiste, pero, unasscaaumero di queste fibre che non si
incrocia e raggiunge invece lI'encefalo risalendaglu il lato ipsilaterale del midollo
(Bonica 1990).

Left

Right

Nociceptive
afferent

Ascending axor
of anterolateral
tract

Marginal zone

B ~
Substantia——1
gelatinosa

Nucleus~~
proprius

dorsal horn

tract

Lissauer’s Decussation 1

Figura 4
Rappresentazione somatotopica delle informaziocicettive.

1.3.3 La modulazione del dolore e i possibili intarti terapeutici

La conoscenza della modulazione endogena del déldigondamentale interesse sia per
I'individuazione dei meccanismi neurofisiologicib@chimici della sua trasmissione che,
in particolar modo, per individuare i meccanismnami i farmaci interagiscono con i
sistemi nocicettivi. Il sistema nervoso & capacecdntrollare e regolare” il grado di
“input” dei segnali dolorosi mediante I'attivaziodeun sistema di controllo del dolore. La
modulazione degli impulsi dolorosi avviene lungatkro percorso delle vie ascendenti nel
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midollo spinale, nel ponte, nel mesencefalo fingiingere al talamo. Tale sistema puo
essere sia in senso eccitatorio che in senso onibjted e costituito da tre componenti
principali. L'area grigia periacqueduttale del nesafalo e della parte superiore del ponte,
dalla quale vengono inviati segnali al nucleo d&kermagnus, ovvero un nucleo che
occupa la parte inferiore del ponte e quella soperlel bulbo. Da questo nucleo i segnali
sono trasmessi al complesso inibitorio del dolsiyato nelle corna spinali dorsali; a
guesto livello i segnali dolorifici possono essdmoccati prima che siano inviati
all’encefalo.

Il dolore € un sintomo di numerosi disordini chéligdono I'intera popolazione umana;
nell'ultima decade sono stati fatti numerosi passinti nel capire i meccanismi di base del
dolore, e sono avvenuti numerosi miglioramentimeccanismi farmacologici di base per
I'analgesia. Questi ultimi si basano soprattutttbisterazione fra recettori classici per gli
oppioidi e molecole ad attivita agonista o antag@n{Lin e Ko, 2012 press3.

1.3.4 | recettori classici per gli oppioidi e terngptradizionali del dolore

L’esistenza dei recettori per gli oppioidi & stateposta per la prima volta nel 1954 da
Beckett e Casy, che studiarono la relazione tsdridgtura di una serie di oppiacei di sintesi
e la loro attivita antinocicettiva. Questi recetforono chiamati dppioidergici’ dopo aver
dimostrato che i loro ligandi endogeni sono deitjglegon effetti riconducibili ai farmaci
oppiacei, quali quelli associati al dolore, depi@ss respiratoria, miosi, sensazione di
benessere, tolleranza e dipendenza. Attraverstutbosdelle Relazioni Struttura Attivita,
Portoghese (1965), avevano ipotizzato, gia nel 18686 possibilita: I'esistenza di piu tipi
di recettori per gli oppioidi, oppure, supponendie esistesse un solo tipo di recettore, la
presenza di diversi modi di interazione tra i lidae i rispettivi recettori. La conferma
della presenza di specifici recettori per alcaloigpiacei e per i relativi farmaci sintetici ha
portato alla ricerca di ligandi endogeni per questiettori e alla scoperta dell’encefalina
(Hughes et al. 1975), delprendorfina (Cox et al. 1976) e della dinorfina (@ikin et al.
1979). La prima dimostrazione che questi recettwwsn formano una popolazione
omogenea e stata presentata da Martin et al. (1B@6ali hanno documentato I'azione di
diversi agenti analgesici mediante la somministmagiin cronico, a livello spinale nel
cane, come modello che consente di discriminaggolee dei farmaci sulle diverse risposte
riflesse. Le differenti forme dei principali reaatthanno preso il nome dai diversi farmaci
utilizzati nello studio, vale a dire il recettqemu, per la morfina, o mu oppioid receptor,
MOP) e il recettora (kappa, per la ketociclazocina, o kappa oppioiépéar, KOP). Studi
successivi sull'ileo e sui vasi deferenti dei rodit hanno portato poi alla scoperta di un
terzo recettore per gli oppioidi denominato recetid (delta, per il deferente, o delta
oppioid receptor, DOP) (Lord et al. 1977).

Secondo la Societa Americana del Dolore (Americaademy of Pain Medicine, AAPM),
il dolore e il sintomo piu frequente per cui i padi chiedono attenzione medica, € stato
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stimato che negli Stati Uniti, la prevalenza diatelcronico e del 33,5 % o 105 milioni di
persone. In termini di costi per il sistema sarotardi tempo lavoro, la spesa é circa piu di
100 miliardi di dollari US all'anno (Melnikova 2010

La gestione attuale del dolore si basa su agenbsmuti da molto tempo per la
loro attivita analgesica. Analgesici nhon oppioigiafacetamolo) analgesici narcotici
(oppioidi), farmaci anti-inflammatori non steroid@tANS) (aspirina), ed agenti termici
continuano ad essere la base della gestione deteddl farmaci attualmente approvati,
perd sono sSpesso associati a scarsa tollerabibféetti collaterali sfavorevoli,
preoccupazione per la sicurezza a lungo terminetenpiale d’abuso, cosi come disagio
nella utilizzazione. Gli oppioidi, che per la maggparte interagiscono con il recettore
MOP, sono ancora considerati I'opzione terapeuygiteefficace, ma provocano seri effetti
collaterali, come la depressione 0 arresto respimt costipazione e prurito. Le
preoccupazioni pitu importanti sull'uso degli opjpiioipero riguardano il rischio di
dipendenza, abuso, uso non corretto, e uso voftwdt(@icero et al. 2007; Sullivan et al.
2010; Sehgal et al. 2012). Inoltre nelle ultime deeadi si € cercato di sviluppare anche
farmaci agonisti per gli altri due recettori oppiioKOP e DOP, ma il loro effetto non puo
essere comparato a quello degli agonisti per M@Rotche nessuno e stato approvato
dall’FDA (Food and Drug Administration).

1.4 Effetti antinocicettivi di somministrazioni intratecali di agonisti del recettore della
Nocicettina/Orfanina FQ, mediante I'utilizzo del test del tail flick.

1.4.1 Il sistema Nocicettina/Orfanina FQ — RecettoNOP
1.4.1.1 Scoperta

Nel 1994 in seguito al clonaggio dei recettori slaisper gli oppioidi, DOP (Evans et al.
1992; Kieffer et al. 1992), KOP (Yasuda et al. 19083/0P (Chen et al. 1993), altri gruppi
di ricerca hanno identificato un recettore accojgpia proteine G altamente omologo
(Bunzow et al. 1994 Mollereau et al. 1994) a questettori, ma non in grado di legare i
ligandi oppioidi. Sulla base di queste osservazibnécettore & stato chiamato oppioide
simile di tipo 1 (Opioid Receptor Like 1, ORL-1) @Wereau et al. 1994). Al fine di
identificare il ligando naturale di ORL-1, € stattilizzato I'approccio della farmacologia
inversa, utilizzando estratti proteici di cerve{lGivelli et al. 2001). Inizialmente questo
approccio si rivelo ostico, finché un anno piu tadde gruppi indipendenti di ricerca
portarono all'identificazione del medesimo eptageqdide FGGFTRKSARKLANQ, a cui
venne dato il nome dlocicettina/Orfanina FQNocicettina, per la sua capacita di indurre
iperalgesia dopo somministrazioni sovraspinalitopb (Meunier et al. 1995) e Orfanina
FQ (Reinscheid et al. 1995), per la sua affinith lagare il recettore precedentemente
orfano di ligando (ORL-1) e sulla base del primoulémo residuo amminoacidico

(fenilalania, F e glutammina, Q). Nocicettina/Orfen FQ (N/OFQ) ha una sequenza
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primaria molto simile ai peptidi oppioidi endogemipltre la presenza dell’amminoacido
Fenilalanina (Phe) in posizione 1 piuttosto chenhainoacido Tirosina (Tyr) fa si che
guesto peptide sia altamente selettivo per il poopecettore, non legando i recettori
classici per gli oppioidi. Dopo l'identificazionea N/OFQ, in accordo con la nomenclatura
IUPHAR, anche il suo recettore € stato rinominatgettore peptidico NJOFQ, NOP (Cox
et al. 2000).

1.4.1.2 1l peptide N/OFQ

Il peptide N/OFQ deriva dal precursore preproN/QBON/OFQ) (Nothacker et al. 1996;
Mollereau et al. 1996; Houtani et al. 1996; Paralet1996). Il gene per ppN/OFQ é
composto da quattro esoni separati da tre intdfoesone | contiene esclusivamente la
sequenza non codificante del 5, gli esoni Il ecbhdividono la sequenza codificante per il
peptide N/OFQ ed, infine, I'esone IV contiene ilr®n codificante. La sequenza genica di
ppN/OFQ nei topi e nell'uomo, mostra caratterigictrutturali molto simili ai geni che
codificano per altri precursori oppioidi endogesome la prepro -encefalina, -dinorfina e -
opiomelanocortine, suggerendo come tutti questi gersiano evoluti dalla medesima
sequenza genica ancestrale (Sundstrom et al. 2Q080sequenza amminoaicidica di
ppN/OFQ €& altamente conservata fra le diverse s@atmali, in particolare I'estremita C-
terminale, in cui € contenuta la sequenza “canéricéaglio del precursore, fra i residui
lisina-arginina (Lys-Arg). Inoltre, la sequenzarparia di ppN/OFQ contiene anche altri
siti di clivaggio, suggerendo che il precursore memerare altri peptidi biologicamente
attivi, per esempio la nocistatina (Okuda-Ashitekal. 1998). Un altro peptide codificato
dallo stesso precursore € conosciuto come N/OFQnligrado di stimolare [l'attivita
locomotoria nei topi (Florin et al. 1997).

L’'mRNA di ppN/OFQ ed il peptide N/OFQ stesso, sahstribuiti in linea di massima in
tutto il SNC nel ratto (Neal et al. 1999), sono gem&i in molte aree del cervello,
suggerendo che la loro produzione avvenga da pdggli interneuroni. Sono
particolarmente abbondanti in strutture corticdingbiche (ippocampo, giro dentato, aree
del setto e amigdala), nei nuclei ipotalamici e ehco cerebrale, nelle corna dorsali e
ventrali del midollo spinale e nei gangli delle iaddorsali. Questa distribuzione
suggerisce che N/OFQ e potenzialmente implicatia melyolazione di diverse funzioni
cerebrali, inclusi processi emozionali, apprenditbere memoria, locomozione,
ricompensa, trasmissione del dolore e regolaziamalte del sistema nervoso autonomo,
di organi e sistemi periferici. Numerose endopesidono coinvolte nel metabolismo di
N/OFQ (Noble et al. 1997; Sandin et al. 1999),tinfgli inibitori delle peptidasi sono in
grado di incrementare la potenza di N/OFQ, e imurdlccasi, di provocarne l'effetto
massimale si@ vitro chein vivo (Noble et al. 1997; Madeddu et al. 1999) dimostcan
I'importanza del ruolo delle peptidasi nella traue del segnale prodotto da N/OFQ.
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1.4.1.3 Il recettore NOP

Il recettore NOP appartiene alla superfamiglia degettori accoppiati a proteine G,

caratterizzati da sette domini transmembrana adedilfa, e connessi fra loro, con domini a
loop intra ed extra cellulari. NOP mostra un aha@togia con gli altri recettori classici per

gli oppioidi, ma non ha affinita per i loro ligan@alo et al. 2000). La struttura primaria di
NOP e altamente conservata fra le diverse specmatnmiferi, la sequenza umana e
quelle del topo risulta essere identica per unagreuale maggiore del 95%. Il gene per |l
recettore NOP é collocato nella regione distalecd@nosoma 2 nel topo e nella regione
g13.2-13.3 del cromosoma 20 nelluomo (Mogil e Basik 2001; Lambert 2008). La

sequenza codificante per il recettore NOP € orgatézin introni ed esoni allo stesso
modo dei geni per i recettori DOP, MOP e KOP, sugggo che tutti e quatto i geni

appartengono alla stessa famiglia (Stevens e08P)2 e tutti possono subire uno splicing
alternativo che genera sottotipi recettoriali, la funzione biologica ancora non e nota
(Pan et al. 1998; Peluso et al. 1998).

L’'mRNA di NOP e espresso nelle stesse aree dell’®RINN/OFQ (Neal et al. 1999). La
mappatura estensiva autoradiografica dimostra &ltbstribuzione del’lmRNA di NOP e
del recettore NOP stesso € la medesima, indicahdaol aecettore € espresso in modo
predominante nei circuiti neurali locali.
NOP é accoppiato a proteinej, &he inibiscono I'adenilato ciclasi e la corrente
intracellulare di C&; inoltre, attiva i canali del K(Hawes et al. 2000). Questi segnali
riducono l'efficienza sinaptica, sia che il recettsi trovi a livello presinaptico riducendo
il rilascio trasmettitoriale, o diminuiscono I'etabilita neurale quando esso € localizzato a
livello postsinaptico. Inoltre diversi studn vitro e in vivo, hanno dimostrato che
I'attivazione di NOP inibisce e/o stimola il rilascbasale dei vari neurotrasmettitori,
inclusi acetilcolina, dopamina, serotonina, noradhi@a, GABA, glutammato e sostanza P
sia a livello centrale che periferico (Schlickevierari 2000). Gli effetti cellulari provocati
sono di tipo inibitorio, quindi possono essere a&nabsociati a dei circuiti disinibitori che
spiegherebbero, in parte, le azioni biologicheatde da N/OFQ (Calo et al. 2011).
Evidenze in letteratura, dimostrano che NOP putnéwe degli eterodimeri con i
recettori classici per gli oppioidi, soprattuttoncMOP (Wang et al. 2005); cido comporta
profonde implicazioni in termini di segnale e tradf intracellulare. Per esempio
eterodimeri NOP/MOP, determinano I'attenuaziond'idddizione dei canali del C&,
effetto normalmente associato a NOP (Evans et GlOR Questo tipo di meccanismo
potrebbe avere importanti conseguenze per il psacescicettivo (Cald e Guerrini, 2012).
Thompson et al. (2012) hanno pubblicato la strattcnistallina di NOP e dei recettori
classici per gli oppioidi. Tutte queste analisutitirali, sono state ottenute analizzando il
complesso NOP e C-24, un piccolo peptide mimetmo attivita di antagonista (Goto et
al. 2006), ¢ stato possibile studiare la struttiglarecettore nello stato inattivo (Figura 5).

-14-



Figura 5

Rappresentazione strutturale del recettore NOPedéttore NOP € colorato di grigio. Sono indicatoop extracellulari (ECL) e
intracellulari (ICL), il disco di colore blu indica membrana extracellulare (EC), mentre il diszsso quella intracellulare (IC). Il sito
di legame con il composto C-24, mima i primi quattesidui amminoacidici della porzione N-termindlel'antagonista UFP-101,
rivela i dettagli anatomici del recettore importgoer il riconoscimento del legame con il liganddn¢mpson et al. 2012).

1.4.1.4 Strumenti di ricerca disponibili per lo dia del sistema N/OFQ — NOP

Il ruolo biologico del sistema N/OFQ — NOP non atstancora del tutto chiarito; cio
dipende strettamente dagli strumenti di ricercaspasizione (Tabella 2). Di particolare
importanza si sono rivelati gli animali transgeniipi knockout per il gene ppN/OFQ
(Koster et al. 1999) e anche per NOP (Nishi etl@87), disponibili rispettivamente dal
1999 e dal 1997; recentemente si sono generatiearatti knockout per il gene NOP
(Homberg et al. 2009). In molti casi il fenotipogtleanimali knockout & simile agli effetti

che si possono osservare negli studi che utilizggiramtagonisti selettivi per il recettore in
animali normali. Topi e ratti NOP (-/-), dimostraobe le azioni indotte da N/OFQ sono
strettamente mediate dal suo recettore.

Sono attualmente disponibili anche un’ampia sceitdgandi per NOP, che si possono
suddividere in tre gruppi basandosi sulla loro ratthimica: 1) peptidi N/OFQ - correlati
2) peptidi corti NJOFQ - non correlati e 3) piccaotelecole di natura non peptidica. La
serie di peptidi NJOFQ — correlati, nostro oggettostudio, sono stati identificati e
sintetizzati dal gruppo di ricerca del Dott. Gimola Calo e del Prof. Remo Guerrini,
dell’'Universita degli Studi di Ferrara. Le relazidra struttura e attivita biologica di tutti i
peptidi identificati, sono state studiate, utilimda la stimolazione elettrica dei vasi
deferenti del topo, poiché sensibili a N/OFQ (B&z&urske et al. 1996; Calo et al.
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1996). | peptidi N/OFQ - correlati sono stati cagtrmantenendo la sequenza di N/OFQ
ma piu corti, al fine di conservare I'affinita (Diey e Houghten et al. 1996), la potenza e
I'efficacia del ligando naturale (Calo et al. 19@&;errini et al. 1997). Questi peptidi sono
stati utilizzati poi come modello per studiare édarzione fra struttura e attivita, per portare
alla futura identificazione di molecole di interesarmacologico, con attivita di agonista o
antagonista parziale o pieno (Guerrini et al. 1dpni et al. 1999). In seguito agli studi
relazionali fra struttura e attivita, le diverse dificazioni chimiche sono state combinate
in singole molecole, portando alla sintesi di ligapeptidici di seconda generazione per
NOP, fra cui I'agonista pieno ([(pF)PHeb’Arg*“Lys™’]N/OFQ-NH,, UFP-112 (Rizzi et
al. 2007; Calo et al. 2011).

| corti peptidi N/OFQ - non correlati sono staterdificati mediante screening di librerie
combinate di peptidi sintetici; queste molecolespii 0 meno selettive per NOP, hanno
funzioni sia di antagonisti che agonisti e alcuaii guali sono ora sottoposti a studi clinici,
come per esempio ZP120 (Kapusta et al. 2005; Haglrah 2004; Simonsen et al. 2008;
Fischetti et al. 2009), come nuovo diuretico.

Le differenti funzioni biologiche controllate dalseema N/OFQ — NOP e le
potenzialita terapeutiche di possibili molecole tlaeno la capacita di attivare o bloccare
in modo selettivo NOP sono di grande interessepéeriéco. Le industrie farmaceutiche
hanno sviluppato diverse molecole di natura nontigeep, mediante screening rapido
automatizzato:“high throughput screening” (Largbtihes e Vanderah 2010; Mustazza e
Bastanzio 2011) che agiscono da agonisti o antagqrer NOP. Queste molecole sono
state largamente utilizzate per studiare il ruadd gistema N/OFQ — NOP in condizioni
fisiologiche e patologiche.

Nell’'ultimo anno, notevoli sviluppi si sono ottenatlla metodologia della cristallografia a
raggi X, nell’espressione e purificazione di progedel recettore e nella stabilizzazione e
cristallizzazione delle stesse. Questi sviluppinmapermesso di determinare la struttura
cristallina di diversi recettori accoppiati a pliageG (Calo et al. 2011).

Year Milestone comment References
1994 NOP receptor Cloning of the NOP receptor [g-11]
1995 N/OFQ | ication of N'OFQ as the endogenous ligand of the NOP receptor (13,14

1996 PON/OFQ g of the gene 12 for ppN/OFQ [15,16]
mouse vas deferens i nulated mouse vas deferens is a NOFQ sensitive preparation [23,24
NIOFQ{1-13}-NH; T um N/OFQ sequence maintaining the same potency as the natural peptide [24,26]

1997 NOP(—/=) mice Generation of mice knockout for the NOP receptor gene [20]
AC-RYYRWEK-NH4 identification of hexapeptides a as selective partial agonists at NOP receptors [38]

1998 [FIGINFOFQ{1-13)-NH » Q-related peptide with reduced efficacy at NOP receptors [30)
1959 PPNIOFQ(—1—) mice Generation of mice & r the ppN/OFQ gene [19]
2000 (Nphe! INVOFQ(1-13)-NH> The first selective pept [31]

113397 The first selectiv [53]

RO 64-6198 The first selective |67]
2002 UFP-101 A potent and seiective peptide antagonist [35]
2004 58-612111 A potent and selective nonpeptide antagonist [56]
2009 NOP(—/-) rats Generation of rals knockout for the NOP receptor gene [21]

Tabella 2

Elenco delle tappe fondamentali nello studio detesha N/OFQ — NOP (Calo e Guerrini 2012).
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1.4.2 Coinvolgimento del sistema N/OFQ — NOP niedlamissione del dolore

Basandosi sulle similarita di struttura di NOP dorecettori classici per gli oppioidi,
numerosi studi sono stati condotti sul coinvolgitoedi N/OFQ nella trasmissione del
dolore, e continuano ancora oggi, generando risutantroversi. Infatti, N/OFQ puo
causare iperalgesia, allodinia, analgesia e compenti nocifensivi (Mogil e Pasternak
2001; Zeilhofer e Cald 2003). Fra le possibili gligioni a questi fenomeni opposti, c'e
anche la stretta dipendenza dell’effetto osservddtle dosi e dal tipo di via di
somministrazione utilizzata. E’ stato osservato theniezioni di N/OFQ, sovraspinali
(intracerebroventricolari, i.c.v.) in concentrazioranomolari in topi, causano iperalgesia
in risposta a stimoli termici nocivi sia con il tetella piastra calda (Meunier et al. 1995)
che in quello del colpo di coda (tail-flick testiReinscheid et al. 1995). N/JOFQ ha
un’azione iperalgesica, e cioé induce un aumentta éensibilita nocicettiva, opposta
all'analgesia indotta da stress, dovuta ad un desnéo di tale soglia (Mogil et al. 2001).
Questa osservazione risulto inaspettata, poichepglioidi classici, eccezione fatta per la
dinorfina (Caudle e Mannes 2000), producono untteffanalgesico e/o anti-iperalgesico
(Pasternak 1993). Inoltre N/OFQ, somministratavi,@ttenua le azioni analgesiche sia di
farmaci oppioidi che non oppioidi (Mogil e Pastér2001) poiché N/OFQ € in grado di
inibire direttamente le vie di segnale discendantinocicettive, attivate in modo indiretto
dagli oppioidi (Pan et al. 2000). N/OFQ ha quinthgrieta anti-oppioide, in quanto € in
grado di contrastare |'effetto analgesico degliragt oppioidi per MOP, KOP e DOP
dopo somministrazioni i.c.v.. La natura pro-nodigat del neuropeptide sembra
ulteriormente avvalorata dalla somministrazione daligonucleotidi antisenso per |l
recettore NOP, poiché riducendone I'espressionattisne I'effetto opposto, vale a dire un
innalzamento della soglia nocicettiva (Calo et #096). Studi su topi NOP (-/-),
confermano I'attivita biologica di N/OFQ: pronocitiea a livello sovraspinale (Nishi et al.
1997; Carra et al. 2005), antinocicettiva a livedlginale (Nazzarro et al. 2007). Questi
animali mostrano una normale risposta al doloré¢ca@@epner et al. 2003; Gavioli et al.
2004) mentre hanno una risposta pronocicettivanadstimolo nocicettivo prolungato (per
esempio nel test della formalina) (Depner et bR WRizzi et al. 2006).

Topi NOP (-/-) sono stati utilizzati per valutameche altri effetti legati al sistema N/OFQ —
NOP. Questi topi mostrano un comportamento antrefsivo nel test del nuoto forzato
(Gavioli et al. 2003) e nel test di sospensiondadebda (Gavioli et al. 2004); inoltre,
hanno un comportamento ansiogeno incrementatottaspetopi normali in test come
“elevated plus maze” e “light dark box” (Gavioli et. 2007), una migliore capacita
locomotoria nel test “rotarod” (Gavioli et al. 2007e hanno piu alta abilita di
apprendimento e memoria (Manabe et al. 1998). Qunestelli animali confermano anche
I'induzione di bradicardia, ipotensione e diureBufmeister, et al. 2008); ingestione di
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cibo (food intake) (Rizzi et al. 2007) e inibiziomll'attivita locomotoria spontanea
(Depner et al. 2003). Gli stessi risultati si sapgservati in modelli animali di ratto
knockout NOP(-/-) (Homberg et al. 2009; Rizzi et 2011), che perd0 mostrano una
sensibilita maggiore riguardo gli effetti della rfina rispetto agli animali normali (Rutten
et al. 2011).

Quando N/OFQ viene somministrata a livello intratec(i.t.) nei roditori, a basse
concentrazioni (intervalli da femto a picomoli) qoonta effetti pronocicettivi, mentre ad
alte dosi (intervalli nanomolari) produce effettitimocicettivi (Mogil et al 2001; Zeilhofer
et al. 2003). Diversi studi hanno dimostrato chamsinistrazioni i.t. nanomolari di N/OFQ
producono effetti antinocicettivi marcati in num&ronodelli animali di dolore sia fisico
(i.,e. termico o meccanico) che tonico (i.e. infiagtario 0 neuropatico). L'azione
antinocicettiva spinale di N/OFQ e in accordo ctirstydi che ben documentano l'abilita
del peptide di bloccare la trasmissione eccitat@niascio di glutammato) nelle corna
dorsali del midollo spinale (Zeilhofer et al. 2008plide evidenze sperimentali ottenute
prima di tutto in modelli di topi knockout per NO& ppN/OFQ (Depner et al. 2003),
successivamente confermate con l'uso di antagqmestNOP (Rizzi et al. 2006; Inoue et
al. 2003) e di ratti knockout per NOP (Rizzi et a011), dimostrano che il segnale
trasdotto dal sistema N/OFQ — NOP nelle corna tdiodseh midollo spinale é attivato da
stimoli nocicettivi prolungati ma non da quelli éicuconfermando il proprio ruolo
antinocicettivo.

Infine una serie di eleganti studi del gruppo derca di Ko (2006; 2009) dimostrano che
in primati non umani, somministrazioni spinali diQ¥FQ o ligandi sintetici per NOP non
determinano nessun effetto a basse dosi, mentternioentrazioni nanomolari, inducono
azioni antinocicettive, inibite solo da antagoniér NOP ma non dal naloxone, e non
inducono effetti collaterali come il prurito indottlalla morfina, esprimendo un sinergismo
antinocicettivo quando somministrati in associagicon la morfina stessa (Ko et al. 2006;
Ko e Naughton 2009). Tali studi hanno permesspalizzare, quindi, la possibilita d’'uso
di N/OFQ e di agonisti per NOP, come analgesianalpiinnovativi nel gestire il dolore
neuropatico, piuttosto che l'utilizzo degli oppipiger i quali & evidente lo sviluppo di
diversi effetti collaterali come la depressiongegoria.

Similmente agli effetti osservati per somministeaispinali di NJOFQ, anche in periferia
si osservano entrambi gli effetti: pro- e antinetiiwi. Per esempio, somministrazioni
intradermiche di basse dosi di N/OFQ stimolandflessi flessori in topi. Questi effetti
coinvolgono stimolazioni che rilasciano sostanza Periferia dalle terminazioni nervose,
mentre alte dosi di N/OFQ ne prevengono gli effdtioue et al. 1998; 1999). Diversi
gruppi di ricerca segnalano l'abilita di N/OFQ dikire il rilascio di neuropeptidi dalle
terminazioni nervose sensoriali periferiche in eliéinti organi come le vie aeree (Shah et
al. 1998; Rizzi et al. 1999), il cuore (GiulianiMaggi 1997) e la pelvi renale (Giuliani e
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Maggi 1996; Bigoni et al. 1999). Infine in primaton umani, la co-somministrazione di
N/OFQ e capsaicina nella coda inibisce la nocicezitermica in modo dose dipendente,
suggerendo che [lattivazione dei recettori NOP iarifpria, produce un effetto
antinocicettivo (Ko et al. 2002).

1.4.3 L’agonista pieno UFP-112, caratteristichevitro e in vivo

Il ligando selettivo per NOP: [(pF)PHeb’Arg'“Lys™’]N/OFQ-NH,, (Ardui et al. 2007;
Rizzi et al. 2007) che chiameremo per semplicit®1f2, e stato sintetizzato combinando
differenti modificazioni chimiche nella stessa semga peptidica, allo scopo di
incrementarne I'affinitd/potenza e/o ridurre lacmisbilitd alla degradazione enzimatica,
da parte delle peptidasi, rispetto al ligando eetogFigura 6).

HoN

o g H o

=NH
HN
HC. CH H C\)
3 3
H-Phe-Gly Gly\N Thr Gly\N><H/Arg Lys-Ser-Ala-Arg LyS\H \_)\Asn.em.NH2
& &

HaN

Figura 6
Struttura primaria di UFP-112 (Calo et al. 2011)

Come gia dimostrato (Bigoni et al. 1999; Calo et #97; Rizzi et al. 1999),
I'amidazione a livello C-terminale presente nellar@a generazione di peptidi N/OFQ —
correlati, e mantenuta per UFP-112, fa si che hégja riconosca e leghi NOP con valori
di pK; (costante di dissociazione) maggiori rispettoighndo endogeno (Okawa et al.
1999). Inoltre 'amidazione annulla I'azione defleptidasi, rendendo il peptide molto piu
resistente alla degradazione enzimatica. La madifime (pF)PHeé stata inserita dopo
una serie di studi dettagliati svolti sul residuwe® dimostrando la funzionalita di questa
sostituzione. Guerrini et al. (2001) hanno dimdst@me l'attivita biologica di una serie
di sostituenti peptidici dipenda in modo proporaten dalle proprieta elettroniche dei
gruppi in posizione para, e in modo inversamentegarzionale con le loro dimensioni.

La modificazione AiB (acido alfa-aminoisobutirrico, Aib) & stata ripaiet per
prima da Zhang et al. (2002), conducendo studeldizione fra struttura e attivita, in cui
I'acido alpha-aminoisotirrico viene inserito conwsstuente dei residui di Ala in posizione
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7,11 e 15 della sequenza originale di N/OFQ. Gragk studi di binding condotti in
seguito, si e potuto identificare I'importanza dedlostituzione in posizione 7, per poter
creare una molecola che funzioni da potente agompiEno per il recettore NOP. Come
possibile spiegazione per I'acquisizione di questgprieta &€ probabile vi sia la formazione
di una struttura ad alfa elica indotta da Aib (Taoiet al. 1993). Le modificazioni
Arg**Lys™ sono state riportate da Okada et al. (2000). Sfudelazione fra struttura e
attivita di N/OFQ dimostrano che la coppia di dipidipArg-Lys in posizione 6-7, 10-11 e
14-15 giocano un ruolo molto importante nel legacoe NOP (Dooley et al. 1996;
Reinscheid et al. 1996). Questo € probabilmenteutdoalla formazione di legami a
idrogeno ad alta energia, fra i residui basici plegptide e i residui acidi raggruppati in
cluster nel secondo loop extracellulare di NOP {op et al. 1998). Inoltre da altri studi
condotti su vasi deferenti di ratto, ottenuti somistrando diversi tipi di inibitori delle
peptidasi si evince un incremento nella potenz&l/@FQ endogena, ma non di quella
modificata con il dipeptide ArLys™, dimostrando che queste sostituzioni conferis@ino
peptide anche maggiore resistenza alla degradaemrienatica, determinando una durata
d’azione maggiore (Okada et al. 2008). La combmrazidi tutte queste modificazioni
osservate inizialmente in singoli esperimenti, imaustessa molecola, producono un
sinergismo di effetti sulla potenza del peptide.

| diversi studi condottin vitro dimostrano chiaramente che UFP-112 si comporta
come agonista pieno per NOP, poiché mostra il saesimo effetto in contemporanea
presenza di N/OFQ. UFP-112 e altamente selettivd\@P come dimostrato da studi di
binding su vasi deferenti e polmoni, dall'utilizadi antagonisti per NOP e di topi
NOP (-/-). L’agonista per NOP esercita un’aziongiale lenta ma duratura nel tempo
(Calo et al. 2011), ha un elevata affinita pereitattore e mostra una elevata potenza in
studi funzionali. Infine studi condotti in cromatafja liquida ad alta pressione (HPLC,
“high performance liquid chromatography”) per vaha 'emivita di UFP-112 e N/OFQ
nel plasma e omogenati di cervello nel topo mostidre N/OFQ ha maggiore emivita nel
plasma (circa 1 ora) rispetto ai dati ottenuti’'nellogenato (circa 3 minuti) mentre UFP-
112 mostra un emivita di circa tre volte maggiospetto a N/OFQ in entrambi i campioni
biologici (Rizzi et al. 2007).

Sono stati condotti esperimeinti vivo sul topo, per la valutazione degli effetti di
UFP-112 nella modulazione della trasmissione ddbrdo (Rizzi et al. 2007). Gli
esperimenti prevedono somministrazioni i.c.v. oditUFP-112 e valutazioni mediante il
“tail-withdrawal” test, i risultati mostrano che BFL12 produce un effetto pro nocicettivo
in modo dose dipendente dopo somministrazioni .i.e@ effetti antinocicettivi se
somministrato per via i.t., utilizzando lo stessdervallo di concentrazioni. Questo
dimostra che UFP-112 mima I'azione di N/OFQ; ir®lsi osserva una potenza d’azione
circa 100 volte maggiore rispetto al peptide nagyreon effetto piu duraturo nel tempo
(Rizzi et al. 2007).
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Studi sugli effetti di UFP-112 sulla trasmissiora dolore in primati non umani
sono attualmente in corso nel laboratorio del Do. i€l dipartimento di Farmacologia,
dell'Universita del Michigan Medical School, Ann Borr, USA. | dati preliminari,
riportati da una comunicazione personale del Dr. dimostrano che somministrazioni i.t.
di UFP-112 sono in grado di produrre un effettoranticettivo dose-dipendente, effetti
simili a quelli provocati da N/OFQ e bloccati datltagonista J-113397. Inoltre, in questo
studio, UFP-112 si dimostra circa 10 volte piu ptterispetto a N/OFQ, e induce effetti
prolungati nel tempo (4.5 ore circa).

Complessivamente, questi dati, dimostrano cheiteaantinocicettive di N/OFQ e UFP-

112 sono simili sia in modelli animali di topo che primati non umani. Inoltre questi

risultati suggeriscono che i recettori NOP sonos@néi anche a livello spinale e che
rappresentano un target promettente ed innovaterofgrmaci analgesici. Alla luce di

queste indicazioni dovranno proseguire gli studigmporofondire le caratteristiche di UFP-
112,in vivo.

In risposta a somministrazioni i.t. di N/OFQ nebdo un’ulteriore azione biologica
descritta € la riduzione dell’attivitd locomotogpontanea (Reinscheid et al. 1995). Questi
effetti sono stati successivamente confermati ddi stel ratto (Devine et al. 1996) nel
quale il coinvolgimento del sistema N/OFQ — NOPtacsulteriormente dimostrato con
I'uso di antagonisti (Calo et al. 2002; Rizzi et2001) e con animali knockout (Nishi et al.
2001). In confronto all’effetto indotto da N/OFQFB-112 possiede un effetto inibitorio,
anche nel ratto, con un periodo di tempo maggicreg 6 ore).

Sono stati condotti altri numerosi studivivo, utilizzando modelli animali diversi, al fine
di valutare i tipi di effetti indotti da UFP-112 elin linea di massima si dimostra capace di
potenziare gli effetti indotti da N/OFQ da solanamaggiore durata dell’effetto; sia nella
regolazione dell'ingestione di cibo (Rizzi et aD0Z; Rizzi et al. 2007), nelle funzioni
gastrointestinali (Broccardo et al. 2007), cardsnadari e renali (Rizzi et al. 2007), e
nell’assunzione di alcool (Economidou et al. 200@bella 3).
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TestAssay NOFQ action Effectivedose  UFP-112 action Effective dose  Relerences

Tailkwithdrawal (m, icv) 1 TW latencies 1 nmol | TW latencies 0.01 nmo! 24]
Taibwithdrawal (m, it) + TW latencies 1 nmol t TW Iatencies 0.01 nmol 94]
Locomaotion (m, icv) 1 spontanecus LA 10 nmol | spontaneous LA 0.1 nmol [24]
Rotarod (dyskinetic r, icv) + motor performance 0.1 nmol 1 motor performance 0.01 nrmol [125)
AIM (dyskinetic r, icv) attenuation of AIM 0.1 nmoi attenuation of AIM 0.01 nmol [125]
Food intake {Swiss m, icv) t food intake 1 nmol + food intake* 0.01 nmoi 4]
Food intake (NOP{+/+}m, icv) 1 food intake 1 nmol 1 food intake* 0.04 nmol 24
Food intake (NOP(=/=)m, icv) inactive 1 nmiol inactive 0.01 nmol 94
Food intake ir, iov) + food intake 2.1 nenol 1 food intake” 0.03 amol present article
Ethanol intake [msP r; icv) | ethanol consumption 500ng | ethanol consumption 10ng [129,134]
HR-and 8P {r, v holus} 1 HR and 8P 1o0nmolkg | HR and BP* 0.1 nmolkg o4
Diuresis [r, & bolus) inactve 10 nmolkg t dieresis 0.7 nmolkg [24]
Gastric emplying (r, icv) | gastric emplying 100 pmol 1 gasinc emptying 2pmol 1140}
Gastric secretion [r, icv) 4 acid sacretion 500 pmol | acid secretion 30pmol J140]
Gasinc secre Lip) + acid secretion 1000 pmol t acid secretion 30pmol [140]
Gastric damage [r, icv) i aicohol- induced lesions 1000 pmol | alcohekinduced lesions 100 proci [1404
Gastnc damage (r, ip) } @lcohol- induced lesions 2000 pmol 1 siconokinduced lesions 20 pmiol e ]
Gastric damage r, ip} | stress-nduced esions 1 pgkgin | stress-induced lesions 0:3 ughikgm [141)
Colon propuision {r, itV t+ mean expulsion bead time 10 pmol 1 mean expulsion bead time* 10 pmol 142
Colon propulsion [r, i t+ miean expulsion bead time  10nmol t mean expulsion bead time* 1 pmol [142]
Castor oil-induced diarrhea {r, iCv) 1% ratswith diarrhea 3000 pmol 1% rats with diarrhea 300 pmol [142]
Castor ail-induced tiarmhea {r, ip) i% ralswith diarrhea 100 pmaol 1% rats with diarrhea 10 pmol [142)
CRF-induced lecal output [r, ikv) | n fecal peliet 500 pmol | nfecal peliet S0 pmol 1142]
CRF-induced lecal output [r, ipl 4 n fecal peliet 500 pmol } nfecal peliet 250 pmol 142}
Rs-induced fecal output (r, icv) i nfecal petiet 100 pmol | nfecal peilet 2 pmol 142

m, mouse, r, ral; g0, guinea-pig, msP r, Marchigian Sardinian alcohokpreferring rals; icv, intracerebrentricular, i, intrathecal; iv, intravenous; TW,
tzikwithdrawal; LA, locomotor activity; AiMs, abncrmal involuntary movements in hemiparkinsonian rats that become gyskinetic after chronic treatment
with L-DOPA; HR, heart rate; BP, biood pressure; CRF, corticotropin releasing factor, RS, restrein stress; *indicales that the maximal effects ekcited by
UFP-112 in these assays are significantly higher than those produced by WOFQ.

Tabella 3

Profilo farmacologican vivodi UFP-112 (Calo et al. 2011).

In conclusione UFP-112 e un agonista puro potergelettivo per NOP, particolarmente
resistente alla degradazione enzimatica e capa@eodurre effettiin vivo duraturi nel
tempo. UFP-112 rappresenta un utile strumentocerca per studi atti all’identificazione
di potenziali agonisti per NOP come classe innegatli farmaci analgesici. Inoltre, la
natura peptidica di UFP-112 non limita la sua tdtjle la possibilita di sviluppare farmaci
per le condizioni in cui non é richiesta una somstiazione sistemica. Questo include
anche stati di dolore cronico in pazienti intoltgira refrattari a oppioidi sistemici, dove i
peptidi possono perdo essere somministrati solézzaihdo pompe impiantate a livello
intratecale.

1.4.4 Coinvolgimento del sistema N/OFQ — NOP nstesia nervoso centrale ed in
periferia

Agendo sia a livello del SNC che periferico, N/OFR@@dula la funzionalita di diversi
organi e sistemi inclusi: cuore, vasi sanguineg a&eree, reni, vescica urinaria, sistema
gastrointestinale e immunitario (Lambert 2008). R¢De in grado di indurre bradicardia e
ipotensione (Champion e Kadowitz 1997), possiedpnpta vasorilassanti (Champion et
al. 1998), stimola la diuresi (Kapusta et al. 19@0ntrolla funzioni gastrointestinali sotto
condizioni sia fisiologiche che patologiche (OsingkBrown 2000), modula funzioni
immunitarie (Gavioli e Roméao 2011) e inibisce alkeuiflessi mediati da fibre sensoriali
come la tosse e la minzione. Su queste osservasiomd stati sviluppati diversi agonisti
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per NOP, ora sottoposti a studi clinici, come agantitussivi (McLeod et al. 2011) e
come farmaci innovativi per trattare incontinenzi@arie (del Popolo et al. 2012).

Fra gli effetti provocati da N/JOFQ maggiormentedsati vi € la sua capacita di reprimere
comportamenti sress-correlati e di indurre effettsiolitici. Studi pilota in questo campo
dimostrano un’azione ansiolitica di N/OFQ in vagist comportamentali sensibili alle
benzodiazepine (Jenck et al. 1997). Risultati sisaiho stati riportati da somministrazioni
sistemiche di Ro 64-6198 un potente e selettivosge del recettore NOP, sintetizzato da
Roche (Jenck et al. 2000). Inoltre, gli effettiiafici di Ro 64-6198, sembrano non essere
accompagnati da sviluppo di tolleranza dopo sonstremioni prolungate per piu di due
settimane (Dautzenberg et al. 2001). Studi su dnikr@ockout avvalorano queste
osservazioni. Topi ppN/OFQ(-/-) mostrano maggierdenza a sviluppare comportamenti
ansiogeni se esposti ad ambienti ostili, e increameni livelli di corticosterone stress-
indotto, nel plasma (Koster et al. 1999).

Topi NOP (-/-) mostrano invece fenotipo ansiogerenmmarcato nelle stesse condizioni
di ansia-correlate (Gavioli et al. 2007). Il medsam mediante il quale N/OFQ esibisce i
suoi effetti ansiolitici non sono del tutto chiama ci sono numerose evidenze del
coinvolgimento della via di segnale del recetto®B® o (Gavioli et al. 2008; Uchiyama
et al. 2008), oltre all'implicazione dei sistemr@®ninergico e del fattore di rilascio delle
corticotropine (Corticotropine Releasing Factor,KyRGavioli e Calo, 2006).

Interessanti studi clinici suggeriscono che i livelasmatici di NJOFQ aumentano
in pazienti depressi (Gu et al. 2003). Poco si soaariguardo i possibili meccanismi
coinvolti negli effetti antidepressivi degli antagsti NOP. Inoltre e stato riportato in
letteratura che N/OFQ e in grado di inibire il sitéo di noradrenalina e serotonina dalla
corteccia frontale, nel locus coeruleus e dorgphea(Gavioli e Calo, 2006). Condizioni
croniche di stress/disperazione stimolano il riasti N/OFQ, che puo ridurre il segnale
monoaminergico sia a livello pre che post sinapti¢aso di alcuni antagonisti per N/OFQ
— NOP puo ripristinare i livelli normali di noradralina e serotonina. Cosi gli antagonisti
per NOP, possono agire a diversi livelli e conatiéhti meccanismi, raggiungendo risultati
finali, come per esempio le concentrazioni di meonioe in sinapsi corticali, simili a quelli
ottenuti dagli altri antidepressivi classici (Gdvie Calo, 2006; Vitale et al. 2009).

1.5 Antagonismo funzionale tra Nocicettina/OrfaninaFQ e il Fattore di Rilascio delle
Corticotropine in condizioni legate a stati di ansk, nel ratto: coinvolgimento del
sistema serotoninergico.

1.5.1 Asse Ipotalamo-Ipofisi-Surrene

Il principale meccanismo adattativo che il nostrgamismo mette in atto in condizioni di
stress e l'attivazione dell’asse Ipotalamo-IpoSsirrene (Hypothalamic-Pituitary-Adrenal

axis, HPA). In risposta a uno stress fisico o gdsg@o, i neuroni del nucleo
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paraventricolare dell'ipotalamo secernono in maggmuantitd una sostanza denominata
fattore rilasciante la corticotropina (CRF), cheombna e modula tutta la risposta
adattativa agli stimoli correlati ad emergenzasstreCRF, attraverso il circolo portale
ipotalamo-ipofisario stimola il rilascio dell’ormenadrenocorticotropo (Adreno Cortico
Tropic Hormone, ACTH) dalla neuroipofisi. L'ACTHduace la produzione e il rilascio di
ormoni glucocorticoidi da parte della corticale detrene (Figura 6).

L’ipotalamo riceve afferenze dal sistema nervosdrede, informazioni relative a volemia,
temperatura, osmolarita del plasma e concentraziegk ormoni prodotti dalle ghiandole
endocrine, che ne regolano il funzionamento tramiteccanismi di feedback. Percio
possiamo dire che l'ipotalamo € il principale tnaitdre delle informazioni nervose in
stimoli endocrini ed & responsabile della regolagidel bioritmo, della termoregolazione,
della sintesi proteica, del metabolismo basaleladiEime, della sete, del catabolismo
proteico e dellattivita riproduttiva. L’ipofisi oghiandola pituitaria € correlata
all'ipotalamo sia morfologicamente che funzionalteerEssa € composta da due parti:
'adenoipofisi, ghiandola secernente ormoni prote& la neuroipofisi, estensione
dell'ipotalamo. Per mediare tutte le attivita find ora descritte, i neuroni dei vari nuclei
ipotalamici secernono una serie di fattori di @iase d’inibizione i quali a loro volta
rilasciano corticotropine che, attraverso il sisteqortale ipotalamo-ipofisi, arrivano
all’adenoipofisi dove regolano la trascrizione geine pro-opio-melanocortina (POMC)
che codifica per un precursore dellACTH stimolaridguo rilascio nel sangue.

L’ACTH, regolato dal CRF, trasportato a livello elcorticale del surrene,
mediante interazione col proprio recettore, indlacsintesi e il conseguente rilascio nel
plasma di glucocorticoidi come il cortisolo nellmo e corticosterone nel ratto. Si € visto
come, in condizioni di stress psico-fisico di foéensita, la concentrazione plasmatica di
glucocorticoidi aumenti con conseguente incremelgita gittata cardiaca, innalzamento
della gluconeogenesi epatica, riduzione delle difesmunitarie, diminuizione della sintesi
di collagene che favorisce osteoporosi e metabolisimacidi grassi. Definiamo questi
effetti come catabolici perché hanno la finalitdcan nel caso in cui I'organismo sia
sottoposto a stress, di fornire i giusti strumeittii ad affrontare tale variazione subita per
ritornare cosi allomeostasi propria dell’organis(htmlsboer 2000).

La funzionalita dellasse HPA si basa su un mearani di autoregolazione a
feedback negativo sull'attivita delle cellule iplat@iche e ipofisarie che comporta una
limitazione nel rilascio di ACTH. La regolazioneidgucocorticoidi € dunque sotto il
controllo dellACTH ipofisario, che a sua volta e regolato con il feedback negativo dei
glucocorticoidi stessi. Per esplicare la proprig@ i glucocorticoidi devono interagire
con i loro recettori che sono diversi in caso deiazione con i mineralcorticoidi (MR) o
con i glucocorticoidi (GR). In entrambi i casi lessione dei recettori avviene da un
singolo gene: quello per I'MR trascrive per due RN®ssaggeri ma la proteina € unica,
mentre il gene per GR produce due tipi di recetore . Sono presenti sia nei tessuti
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periferici che nel sistema nervoso centrale e mao & livello ipotalamico. A livello
dell’'asse HPA entrambi i recettori mediano il feadb negativo. MR svolgono un ruolo
importante nella variazione del ritmo circadian@lla risposta allo stress, mentre la
risposta principale dei GR é quella di ridurretiiata dell'asse indotta da stress (Schule
2007). L'attivita dell'asse e regolata, oltre claeuth meccanismo di feedback inibitorio,
anche da diverse aree del sistema limbico qualodampo, corteccia prefrontale e
amigdala. Queste aree, a loro volta, comunicanditi@o e regolano finemente la risposta
del cervello ai diversi stimoli emotivi. Ecco durjaohe, se sottoposti a stress, si generano
variazioni temporanee e/o permanenti dell'ippocamgmrcio in definitiva si notano, in
specifiche situazioni, delle alterazioni delladd®A tali da dare come unica risposta
cambiamenti patofisiologici, che possono addirgtsfociare in disturbi dell’ordine della
depressione maggiore. Sono numerose le evidenziehdi e sperimentali che mostrano
come I'asse HPA gioca un ruolo decisivo nello gyila di stati di ansia e depressione.

Negative
Feedback

Corticotropin
Releasing
Hermone

Adrenocorticotropic
Hormone

HPA Axis
CORT

Figura 6
Meccanismi di retroazione negativa relativi allagsotalamo-ipofisi-surrene (HPA axis).

1.5.2 Il sistema Serotoninergico
1.5.2.1 Il neurotrasmettitore serotonina

La risposta adattativa allo stress modulato dal @RFR riguarda solo la secrezione di
ormoni dell'ipofisi ma coinvolge, attraverso consiesii nervose dirette, la maggior parte
dei neurotrasmettitori. In particolare, un aumeditdCRF determina un incremento nella
produzione di catecolamine: nello specifico di wivemalina e serotonina.

La serotonina (5-idrossitriptamina, 5-HT), cosiathata dal suo scopritore Rapport et al.
(1948) agisce da messaggero, neuromodulatore naaéeg®nosciuta soprattutto come
importante neurotrasmettitore del sistema nervosaotrale. || suo precursore e |l

triptofano, un aminoacido introdotto con la diethe deriva dalla degradazione delle
proteine. Esso viene captato dai neuroni per mezam processo di trasporto attivo e
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convertito dalla triptofano-idrolasi a 5-idrossitiofano (5-HTP) e quindi decarbossilato a
5-HT da una carbossilasi non specifica. Dopo il si@scio, la maggior parte della
serotonina viene recuperata da un sistema di dzapte inibito da molti farmaci
antidepressivi come i triciclici.

5-HT €& un neurotrasmettitore inibitorio, con ruoldeterminante nei processi
neurobiologici, tra i quali la regolazione del sisia sonno-veglia. Infatti i disturbi del
sonno, sono i primi segni di stress e sono dowlitua abbassamento dei livelli di tale
neurotrasmettitore (Elhwueg 2004). Le sue funzi@ano concertate da neuroni
serotoninergici localizzati sulla linea mediana tteinco cerebrale a livello del bulbo,
ponte e mesencefalo dove si ritrovano addensatagagio nel nucleo del rafe dorsale
(DRN) e mediano (MRN) da cui le proiezioni neuraonsgérotoninergiche innervano
diverse aree: la corteccia, il talamo, 'amigdalauclei della base, il pallido, il nucleo
accumbens, e l'ippocampo, l'ipotalamo, la neuragiofDavis et al. 1995); dunque, una
disfunzione a quest’ultimo livello & associata aégressione (Deakin 1996) (Figura 7).

Serotonin system

Basal ganglia

Hypothalamus

Temporal lobe
\\:\ Cerebellum
Raphe nuclei X
To spinal cord

Figura 7
Il sistema serotoninergico nell’'uomo.

1.5.2.2 | recettori serotoninergici

| recettori della 5-HT sono raggruppati in settassi 5-HT.;, € appartengono tutti alla
superfamiglia di recettori accoppiati a proteing(yer et al. 2002) ad eccezione del
recettore 5-HY, che e un canale regolato da ligandi ionici. Tugtigono espressi nel SNC

e ognuno esplica diverse funzioni. Ai fini dellaudito condotto, ci siamo soffermati sui
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recettori di tipo 5-HTa e 5-HTa. Il sottotipo recettoriale 5-HTé accoppiato a proteine
Gai/Goo; mentre il sottotipo 5-Hlé accoppiato a proteineaG (Bockaert et al. 2006)
(Figura 8). | recettori 5-Hiltrasducono effetti inibitori; si comportano, da @etettori,
inibendo la liberazione di 5-HT, che pud portare ada riduzione dell'ansia e
dell'aggressivita (Gonzalez-Heydrich e PeroutkaD).9A8ltri recettori 5-HE post-sinaptici
traducono segnali di attivazione sulla funzione rengle e ipotalamico-pituitaria,
aumentando il rilascio di adrenocorticotropina elgitina (Lesch et al. 1989). Di essi si
riconoscono il sottotipo 5-HE espresso dai neuroni dei nuclei del rafe. Sondv@nc
diffusamente distribuiti nel sistema limbico e #iene che rappresentino il principale
bersaglio dei farmaci utilizzati nel trattamentdl’dasia e della depressione. | recettori 5-
HT.s e 5-HTip si trovano prevalentemente localizzati nei gadglia base e gli agonisti
che agiscono su quest’ultimi recettori sono utdiznella cura dell’emicrania (Peroutka e
Sleight 1991). | recettori 5-HTsi distinguono in 5-HJa, 5-HT,s € 5-HTc, € sono
rappresentati soprattutto dal sottotipo 5;KTEsercitano un effetto eccitatorio a livello
postsinaptico, sono numerosi nella corteccia flen&a nel sistema limbico (Gonzalez-
Heydrich e Peroutka, 1990), e possono essere aisadenomeni psicotici (Costall et al.
1989; Chen et al. 1992). Si presume, infatti, sidrtarget di vari farmaci allucinogeni.
Inoltre essi risultano primariamente implicati iondizioni legate all’ansia, visto che un
blocco dei sottotipi recettoriali 5-Hg e 5-HT,c, mediante antagonisti selettivi, comporta
un chiaro effetto ansiolitico sia nel ratto che toglo (Griebel et al. 1997).

Il sistema serotoninergico € altresi importanteraitto nel controllo della secrezione di
ormoni steroidei; infatti, variazioni dei livellil@smatici di questi ormoni sono indice
dell’efficacia terapeutica di farmaci serotoninergn alcuni disturbi della sfera psichica.
A tale proposito una stimolazione serotoninergieiata prevalentemente dai recettori 5-
HTia € 5-HTa porta alla secrezione di ACTH e dunque di ormogliadcorticale del
surrene, i quali possono per contro modulare negyagnte I'attivita dei neuroni
serotoninergici. L'interazione tra i due sistemingolla il ritmo circadiano, lo stress,
I'ansia, la depressione e i disturbi dell'alimembaz.
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Figura 8
Vie di segnali intracellulari principali mediatelideserotonina (Berumel et al. 2011).

1.5.2.3 Implicazioni del sistema serotoninergicatati di ansia

In modelli animali esposti a diversi tipi di fattostressanti, ad esempio |l
restringimento di cibo o I'elettroshock, é stateervato un incremento del turnover di 5-
HT nella corteccia prefrontale, nel nucleus accumbeaell’amigdala e nell'ipotalamo
laterale (Inoue et al. 1994). Stimoli che richiamaondizioni di paura, sembrano avere un
maggiore impatto sul sistema serotoninergico nebateccia prefrontale., Il sistema
serotoninergico viene influenzato, a seconda deitya di stress, determinando effetti di
tipo ansiogeno o ansiolitico; cio dipende molto tiab di recettore per la 5-HT e quindi
della via di segnale specifica che viene stimolR&r. esempio se la 5-HT viene iniettata
nellamigdala determina un potenziamento di conguenti condizionati alla paura
mentre, se le stesse concentrazioni di 5-HT sonettate nella zona grigia
periacqueduttale, questi comportamenti vengonatirfbraeff et al. 1993).

Sempre Graeff et al. (1993), hanno postulato cimmdrvazione serotoninergica
nell’amigdala e nellippocampo mediano gli effedinsiogeni mediante I'attivazione dei
recettori 5-HTEa, mentre I'attivazione dei recettori 5-k nell'ippocampo inibiscono tali
comportamenti. In supporto a questa ipotesi, topiTea (-/-) mostrano un incremento
nell'ansia e nella paura, mentre somministrazigoniche di agonisti parziali di 5-HX
esercitano effetti ansiolitici sia in roditori clie pazienti che hanno disturbi ansiogeni
generalizzati (Ramboz et al., 1998). Sia condizidnistress che somministrazioni di
glucocorticoidi esercitano i loro maggiori effettill’espressione dei recettori 5-hle 5-
HT.a. E’ noto che la regolazione dell’espressione deettori 5-HT 4, dipende da ACTH
che esercita condizioni di inibizione tonica neliocampo, e in generale in tutte le zone
del cervello, in cui sono espressi i recettoriigameralocorticoidi (Meaney et al. 1991).
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La densita di 5-Hfa si riduce in risposta a stress cronico o in rigpos
somministrazioni di glucocorticoidi, mentre essamaunta dopo surrenectomia.
Contrariamente I'espressione dei recettori 5 H@umenta in seguito a stress cronico e
dopo somministrazioni croniche di glucocorticoiginentre si riducono in risposta a
surrenectomia (Watanabe et al. 1993). E’ evidehéei cecettori 5-HTa e 5-HTza giocano
un ruolo reciproco nella mediazione degli effettlld stress. Sono state fatte molte ipotesi
sull'azione regolatoria dei glucocorticoidi sui ettori per la 5-HT. Quindi 5-HT, i suoi
recettori e anche i glucocorticoidi sono rilevarglla psicopatologia dell’ansia.

1.5.3 Il sistema N/OFQ — NOP nell’'ansia

Numerose evidenze sperimentali che utilizzano ntiodeimali di ansia, riportano effetti
ansiolitico-simili in risposta a somministrazionc.v., a dosi relativamente basse, di
N/OFQ (Jenck et al. 1997). Successivamente andhe saldi dimostrano gli effetti
ansiolitici del ligando naturale N/OFQ in topi iteeated plus-maze test (Gavioli et al.
2002). E’ stato inoltre dimostrato che gli effedtisiolitico-simili dell’agonista per NOP,
R064-6198, sono sensibilmente bloccati dall'antégjan)-113397 e assenti in topi NOP (-
/-) (Varty et al. 2005), cido dimostra I'esclusivoigvolgimento di NOP nella mediazione
degli effetti ansiolitici di N/OFQ. Studi su animnéthockout evidenziano una implicazione
anche del sistema N/OFQ — NOP nel controllo dedianUtilizzando test ansiometrici,
topi pp N/OFQ (-/-) mostrano un fenotipo ansiogen(iKoster et al. 1999). Fernandez et
al. (2004), riportano, contrariamente a quantorafégo fino ad ora, che somministrazioni
di N/OFQ in ratti, in dosi simili agli studi condotla Jenck e colleghi, inducono un effetto
ansiogenico simile. Non ci sono differenze in terndi trattamenti dei modelli animali e
condizioni sperimentali utilizzati, nei due grupgi ricerca tali da poter attribuire la
spiegazione degli effetti opposti. Inoltre, fra arametri comportamentali valutati con
elevated plus maze test il gruppo di Fernandez. €2@04), riportano una riduzione del
tempo speso nelle braccia aperte e chiuse dej iradicatori dell’attivita locomotoria, in
risposta solo alle alte dosi di N/OFQ. Vitale et(2D06), documentano questa diversita di
effetti, in modelli animali di ratti, sottoposti omministrazione di N/OFQ i.c.v. in un
intervallo di concentrazioni tra 0,75 nmolare e Apgolare. Si osservava una riduzione nel
numero di entrate nelle braccia chiuse e del tesypeso nelle braccia aperte. Questi
risultati sono stati interpretati come dovuti alibizione locomotoria da parte di N/OFQ.

Successivamente, Vitale e Arletti (2006), dimostrahe somministrazioni ripetute i.c.v.
di N/OFQ in ratti a dosi tra 0,5 nmoli e 10 nmgromuovono effetti ansiolitico-simili
senza modificare il numero delle entrate nelle deacchiuse, poiché gli animali
sviluppavano tolleranza agli effetti ipoloomotori N/OFQ. Complessivamente, questi
risultati dimostrano che gli effetti di N/JOFQ osga&ti nell’elevated plus maze test possano
dipendere da influenze sull'attivita locomotoriagtieanimali, dovuti all’'utilizzo di alte
dosi del peptide. Inoltre & importante considerlameetodo utilizzato per misurare I'ansia e
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la paura, poiché esistono delle differenze sosttinzindipendentemente da queste
considerazioni, sono numerose le evidenze che sgggeo che N/OFQ puo avere azioni
anti-stress generali, in differenti modelli componentali stress correlati, come I'anoressia
indotta da CRF (Ciccocioppo et al. 2004), la dipamah dall’alcool (Martin-Fardon et al.
2000), o l'analgesia stress-indotta (Rizzi et GDIh).

In questi modelli si osserva una riduzione o umléoblocco degli effetti, in risposta a
somministrazioni i.c.v. di N/OFQ a dosi relativarteebasse. In letteratura esistono scarse
informazioni riguardo gli effetti degli antagonigter NOP in condizioni di ansia. E’ stato
dimostrato che in ratti sottoposti a stress cromumlerato (Vitale et al. 2009) e valutati
con elevated plus mazed test, N/OFQ ée in gradodiirre effetti ansiolitico-simili in modo
dose dipendente, e che tali effetti possono esgereenuti utilizzando I'antagonista
specifico per NOP, UFP-101 che da solo non e idaydi modificare il comportamento
degli animali. Questi risultati dimostrano cheigtema peptidergico N/OFQ non controlla
in modo tonico i comportamenti legati all'ansia. lketteratura poco € ancora noto
relativamente ai possibili meccanismi con cui N/O&€prima i propri effetti ansiolitico-
simili.

Studiin vitro dimostrano che N/OFQ € un potente inibitore dakadio di numerosi
trasmettitori, fra cui la 5-HT (Schlicker e Mor&®000), che gioca un ruolo cruciale nel
controllo dell’ansia e della paura (Millan, 2008)oltre i farmaci comunemente utilizzati
per il trattamento dellansia come le benzodiazepisono capaci di ridurre la
neurotrasmissione serotoninergica nella cortecoatdle (Wright et al. 1992; Rex et al.
1993). Infine agonisti per i recettori 5-HT1A eetéli per il re-uptake di 5-HT, vengono
largamente utilizzati per trattamenti di pazierffeti da disturbi di ansia (Nutt 2005).
Esistono diverse relazioni fra il sistema N/OFQ ©OMe il sistema serotoninergico; i
recettori NOP sono co-localizzati in neuroni sematergici nei nuclei del rafe dorsale (Le
Maitre et al. 2005); I'attivazione di questi recettproducono un incremento nella corrente
intracellulare di K (Vaughan and Christie 1996) che & sensibile aligonista UFP-101
(Gavioli et al. 2004). Inoltre basse dosi di N/Ok@grementano il turnover di 5-HT
nell'ippocampo (Kamei et al. 2004) ed il blocconfacologico di 5-HTa previene gl
effetti ansiolitico-simili indotti da N/OFQ, in helboard test (Kamei et al. 2004). La
capacita di N/OFQ di contrastare gli effetti ansioigindotti dal CRF (Jenck et al. 1997) e
un ulteriore dimostrazione dei suoi effetti angioli N/OFQ esercita un potente
antagonismo funzionale contro I'anoressia indo#ta@RF (Ciccocioppo et al. 2001), e le
sue azioni sono mimate dall’agonista per NOP, R&1B (Ciccocioppo et al. 2002).
Evidenze sperimentali da studi condotti con migezioni, indicano che i nuclei dela base
e la stria terminale sono le aeree cerebrali in MIOFQ opera il suo antagonismo
funzionale (Ciccocioppo et al. 2003). Altri studindotti utilizzando iniezioni di CRF i.c.v
nel ratto, dimostrano che N/OFQ e CRF interagiscegmmndo meccanismi specifici che
coinvolgono l'area della stria terminale (Rodi €t2008). L’idea che questa interazione
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funzionale sia fortemente implicata nel controliostati di ansia e stress & supportato
indirettamente da altre evidenze sperimentali tggerin differenti studi: i recettori NOP e
per CRF sono co-espressi nella stria terminalisali@ars et al. 1995; Neal et al. 2001) e
CRF e in grado di indurre effetti ansiogenico-simiediante il proprio recettore
localizzato sempre nella stessa area (Sahuque.e2086). E’ ragionevole dunque,
ipotizzare che l'effetto di N/OFQ possa essere atedda neurotrasmettitori, che sono
direttamente coinvolti nel controllo dell’ansia ens capaci di antagonizzare le risposte
ansiogenico-simili indotti da CRF, come quelli deronergici. Questo rapporto di
antagonismo funzionale che esiste fra N/OFQ e CBéessita di ulteriori chiarimenti
anche allo scopo di capire il meccanismo con c@RQ eserciti i suoi effetti ansiolitici-
simili.

1.6 Neuropeptide S stimola la chemiotassi e la fagjtosi di monociti umani attivando
il suo recettore (NPSR)

1.6.1 Il sistema Neuropeptide S (NPS) — RecettoRSR
1.6.1.1 Il Neuropeptide S (NPS)

Il Neuropeptide S (NPS) e l'ultimo peptide endogéentificato attraverso le tecniche di
farmacologia inversa (Xu et al. 2004). L'identifzoane di NPS come ligando endogeno
del recettore accoppiato a proteine G precedentenaafinito “orfano”, identificato come
GPCR154, é stato il primo ad essere riportatopdwttvetto, in letteratura (Xu et al. 2004).
NPS e un peptide costituito da 20 amminoacidi, Uasequenza primaria nelluomo e
SFRNGVGTGMKKTSFQRAKS (Tabella 4). Tale sequenzdtanaente conservata fra i
vertebrati; in particolar modo € sempre consernatderina, amminoacido nella porzione
ammino-terminale da cui deriva il nome del neurdidepstesso (Reinscheid 2007). Le
poche variazioni nella sequenza, riguardano sopodfuporzione carbossi-terminale come
nel caso del ratto (Rattus norvegicus, utilizzatoricerca come modello animale), la
sequenza varia solo per 4 amminoacidi rispettaeptide umano, come € possibile vedere
in tabella IUPHAR database. Contrariamente la poziammino-terminale (costituita dai
primi 7 amminoacidi), € identica in tutte le spesigggerendo che possa rappresentare |l
“core” bioattivo del peptide (Reinscheid 2007) (g 9).
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Species Amino Acid Sequence

human SFRNGVETGMEKTSFORAKS
mouse SFRNGVGEGAEETSFREAKD
rat SFRNGVGSGVEKTSFRRAKS

Tabella 4
Sequenze amminoacidiche di NPS in 3 specie, uompo, ¢ ratto. In rosso sono evidenziati gli ammiidiathe cambiano fra queste
specie (Xu et al. 2004).

Il peptide precursore per NPS (ppNPS) e un tipigzyrsore neuropeptidico che contiene
un segnale idrofobico all'inizio della sequenzatmkpa matura costituito da un paio di
residui amminoacidici basici (Lisina e Arginina)giRscheid e Xu 2005). L’espressione
del RNA messaggero del precursore nel cervello raasta distribuzione molto delimitata
in specifiche aree; molti dei neuroni che esprim@pNPS, si trovano nelle regioni
adiacenti il tronco cerebrale: il nucleo sensoridd trigemino, il nucleo parabranchiale
laterale e l'area del locus coeruleus (Xu et al070 Studi d’ibridazione con doppia
marcatura dimostrano che la maggior parte delleleetsprimenti NPS nell'area del locus
coeruleus e costituita da neuroni glutammatergiciini sono colinergici mentre nessuno
produce GABA. Nel nucleo principale sensoriale ttelemino molti dei neuroni che
esprimono NPS utilizzano glutammato come neurotetigiore. Nel nucleo parabranchiale
laterale, infine, le cellule positive allNPS copeisnono il fattore di liberazione per la
corticotropina (Xu et al. 2007). Sembra che I'NR& prodotto contemporaneamente a
neurotrasmettitori eccitatori e su questa baseat spotizzato che potrebbe fornire un
input eccitatorio supplementare ai bersagli poafttini di tali neuroni (Xu et al. 2007).

Figura 9
Caratterizzazione della struttura di NPS umano amgditecnica NMR (Dyson et al. 1998)
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1.6.1.2 Il recettore per NPS (NPSR)

Il recettore per NPS, chiamato NPSR (Neuropeptid@eSeptor), € un tipico recettore
accoppiato a proteine G che mostra pero poca otaotmm gli altri recettori GPCR. In
studi condotti su cellule esprimenti il recettoreombinante NPSR, NPS, legandosi al
proprio recettore, € in grado di attivare conterapeamente entrambe le vie di accumulo
del C&" intracellulare e cAMP. Questi dati indicano quiratie NPSR pud trasdurre il
segnale mediante I'attivazione delle proteinee@&, incrementando I'eccitabilita cellulare.
Il sottotipo G € in grado di attivare l'adenilato ciclasi nellantesi di cAMP,
aumentandone la concentrazione intracellulare ermdtando cosi I'attivazione della
proteina chinasi PKA dipendente da cAMP. Il soffot(,, invece, e in grado di attivare la
fosfolipasi G (PLC), la quale a sua volta attiva, tramite il &igfil inositolo 4,5-bisfosfato
(PIP,), I'apertura dei canali del Eaaumentandone il livello intracellulare e stimolandi
conseguenza, altre vie di segnale dipendenti da aoteine d’amplificazione del segnale,
come la proteina chinasi dipendente d&"CAKC. Sono stati condotti numerosi studi sulle
isoforme del recettore hNPSR Asn107 e hNPSR llefj0@st’'ultima mostra un’affinita di
legame per NPS simile all'isoforma Asn107 ma dothtpotenza maggiore (Reinscheid et
al. 2005).

A differenza del ppNPS, NPSR e ubiquitariamentdrilisito nell'area cerebrale. Infatti,

sono stati riscontrati alti livelli d’espressionellRNA messaggero del recettore nella
corteccia, cosi come nei nuclei olfattori, nel mata nell’ipotalamo, nell’amigdala e nel

subiculum (Xu et al. 2007; Xu et al. 2004), aremeolte nella trasmissione di stimoli dal
tronco cerebrale alla corteccia (Figura 10). Quegstofilo d’espressione suggerisce
I'implicazione del sistema NPS — NPSR nella regolaz di molteplici funzioni centrali.

LDT/PPT
ans )

L]
. ",

Figura 10
Proiezioni neuronali di NPS nel ratto (Chung e Qin&906)
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1.6.1.3 Gli effetti biologici mediati dal sistem®8 — NPSR

Gli studi condotti per la caratterizzazione in wittel sistema NPS — NPSR, dal gruppo di
ricerca di Guerrini et al. (2010), indicano cheigposta a stimolazione con NPS, le cellule
di topo provenienti dai soli tessuti gastrointesiingenitourinari e respiratori risultano
sensibili, dal momento che si misura un aumenttad=rrente intracellulare del €al
soli tipi cellulari periferici che risultano essesensibili a NPS sono i macrofagi, che
riducono la propria adesione e incrementano la Bitivita fagocitica e chemiotattica
(Pulkkinen et al. 2006). Questi studi, insieme adligi genetiche condotte sul recettore,
che provano l'evidenza per associazione dei pofisrar del gene NPSR con malattie
croniche inflammatorie del sistema respiratoricastgintestinale, indicano che il sistema
NPS — NPSR puo0 avere un ruolo chiave nella modut&zdi una risposta dellimmunita
innata e nelle malattie croniche inflammatorie el®arriere epiteliali di organo.

Le informazioni disponibili riguardanti gli effettiiologiciin vivodi NPS comprendono:
- I'attivita locomotoria;

- I'arousale il sonno;

- I'ansia e il tono dellumore;

- il potenziale di abuso/dipendenza;

- il comportamento alimentare;

- 'apprendimento e la memoria;

- la modulazione del dolore.

Attivita locomotoria nel principale studio eseguito da Xu et al. (208éjiporta che la
somministrazione i.c.v. di NPS nel topo stimolattkata locomotoria. Tale effetto si
manifesta a basse dosi del peptide, sia nel grdpfopi controllo sia negli animali allenati
nei differenti test utilizzati: “open field”, “elated plus maze test” e “light-dark box”.
Molti studi ne confermano successivamente la validel topo (Roth et al. 2006; Leonard
et al. 2008; Pafieda et al. 2009) e nel ratto (Setitl. 2006), suggerendo che I'aumento
della locomozione rappresenti un fenomeno condolidde varie condizioni sperimentali
e in diverse specie animali. E’ stata inoltre ditreta I'implicazione del’NPSR nella
stimolazione locomotoria attraverso 'uso dell’aguaista non peptidico del recettore il
SHA 68, suggerendo che il sistema endogeno noneg@eevl controllo tonico del
comportamento locomotorio dell’animale (Okamurale2008).

Arousal e sonnostudi elettroencefalografici sul ratto hanno dimatst che iniezioni i.c.v.
di NPS riducono tutte le fasi del sonno, promuoweiidrisveglio (Xu et al. 2004).
L’ arousal inteso come un comportamento in cui 'animalé&r®va in uno stato di veglia
dimostrando attenzione e reattivita nei confromi’dmbiente, & promosso dall'azione di
NPS, nel topo (Rizzi et al. 2008).
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E stato inoltre dimostrato cheafousal prodotto da NPS & dovuto all'attivazione selettiva
del’NPSR; infatti la sua azione viene neutralizzdal peptide antagonista per NPSR [D-
Cys (tBufJNPS, in modo dose-dipendente; inoltre, ha riddttempo di sonno indotto dal
diazepam nel topo NPSR(+/+) ma non nel topo NP§REamarda et al. 2009). Questi
risultati indicano che il sistema NPS — NPSR ndorgcamente attivato per mantenere lo
stato di veglia.

Ansia e tono dellumorestudi condotti su somministrazioni i.c.v. di NP$I ropo,
mostrano chiari effetti ansiolitici utilizzando féifenti test ansiometrici convalidati (Xu et
al. 2004), osservazioni successivamente confer(Ratei et al. 2008; Pafieda et al. 2009)
ed estese ad ulteriori test (Leonard et al. 2008}kione ansiolitica di NPS e dovuta ad un
effetto autentico poiché i livelli di ansia sonoseniati come comportamento attivo (Xu et
al. 2004; Pafeda et al. 2009). Inoltre, I'effettoNdPS sul comportamento emozionale
sembra limitarsi allo stato d’ansia, dal momente dhpeptide e risultato inattivo in test
sensibili agli effetti degli antidepressivi (Leodaet al. 2008). Gli effetti inibitori
presinaptici esercitati da NPS sul rilascio di 5-dTdi noradrenalina dalla corteccia
(Raiteri et al. 2009) possono essere coinvoltieféditto ansiolitico di questo peptide.

Il sistema NPS — NPSR potrebbe controllare tonicaeilivelli d’ansia, dal momento che
chiari effetti ansiogeni sono stati osservati rgdat nell’“open field test” in risposta a
iniezione nell’amigdala di SHA 68 (Jungling et a008). Tali risultati evidenziano il
profilo comportamentale piuttosto unico di NPS bhesia effetti ansiolitici che stimolatori
dello stato diarousal. Questa particolarita € condivisa soltanto conitatina, capace di
aumentare Hrousal la veglia, gli effetti anti-stress e ansiolitié.interessante constatare
che il trattamento cronico con nicotina nei ratitrementa sia NPS che I'espressione di
NPSR nel tronco cerebrale e NPSR nell'ipotalamayéLat al. 2007). In questo modo la
nicotina potrebbe produrre alcuni dei suoi effattraverso la regolazione del sistema NPS
— NPSR.

Potenziale di abuso/dipendenzd profilo particolare di NPS sopra citato, insiem
all'espressione di NPSR nelle aree del cervelleréssate dagli effetti di gratificazione
delle sostanze d’abuso, ha spronato lo studio @éfgiti di NPS sulla tossicodipendenza.
Negli studi di “conditioned place preference” subpd, NPS non modifica il
comportamento dell’animale. Tuttavia, NPS ha blozcaia l'acquisizione che
I'espressione della “place preference”, indottdadalorfina. Questi risultati hanno rivelato
la partecipazione di NPS nell'attivita di gratifisane della morfina stessa (Li et al. 2009).
Gli effetti di NPS inoltre sono stati valutati saBsunzione dell’etanolo in modelli animali
di ratto alcool preferenti e in ratti controllo. ESPsomministrato i.c.v. ha ridotto
I'assunzione di etanolo negli animali alcool-prefar ma non nei controlli. Il peptide non
ha alterato il comportamento ansioso, né l'attivitatoria generale in questi ratti, ma
tuttavia ha indotto un effetto ansiolitico (Baditdé&r et al. 2008). Molto recentemente, due
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studi complementari hanno indagato il ruolo di NR& comportamento della ricerca
compulsava di sostanze d’abuso. L'astinenza dam@eastata valutata nel topo da Pafieda
et al. (2009): iniezioni i.c.v. di NPS ristabilisum in modo dose-dipendente, |l
comportamento di ricerca della droga una voltantstiL’astinenza da etanolo e stata
studiata nel ratto da Cannella et al.(2009). Negperimenti di auto-somministrazione, i
tassi di risposta stabili osservati per il rinfordell'etanolo non sono stati modificati da
iniezioni i.c.v. di NPS. Questi studi suggeriscame il sistema NPS — NPSR possa essere
un bersaglio importante per la ricerca sull’abussdrdghe.

Comportamento alimentarenumerosi studi hanno dimostrato che NPS pud mdurr
I'assunzione di cibo, inducendo un segnale anamssie nel cervello. La prima evidenza
di tale azione di NPS é stata fornita da Beck .ef28l05) e successivamente confermata da
Smith et al. (2006): iniezioni di basse dosi di NRS nucleo paraventricolare produce
consistenti effetti anoressizzanti. NPS puo intaes i processi relativi all’appetito negli
individui iperfagici e ipofagici in modo different@ seconda del paradigma sperimentale
utilizzato. Il meccanismo con cui NPS regola I'agsone di cibo & attualmente
sconosciuto. Gli unici dati disponibili che suggedono un coinvolgimento di NPSR
nell'azione anoressizzante sono quelli descrittiGlecocioppo et al. (2006): é stato
dimostrato che l'agonista parziale di NPSR {MN#®S neutralizza I'effetto inibitorio di
NPS sull'ingestione di dieta altamente appetibdleratto. Sono necessari ulteriori studi per
chiarire il coinvolgimento del sistema NPS — NPSHlanregolazione del comportamento
alimentare.

Apprendimento e memoriaisultati recenti dimostrano un ruolo nella regobne della
memoria da parte del sistema NPS — NPSR. NPS téadigstinzione delle risposte
condizionate dalla paura una volta somministratdameigdala nel topo (Jungling et al.
2008). Inoltre, l'iniezione dell'antagonista SHA 6@lle stesse condizioni sperimentali, ha
prodotto effetti opposti che aumentano la rispatanmobilitd/freezing nel topo dopo
stimolo condizionato. Questi risultati hanno dimmai che il sistema NPS — NPSR
nell’amigdala svolge un ruolo importante facilitandestinzione dei ricordi negativi (Xu et
al. 2004). Topi NPSR(-/-) hanno mostrato deficigngiicativi in diversi modelli
sperimentali. Inoltre, NPS ha migliorato la pregiae cognitiva nel “novel object
ricognition task test” (Okamura et al. 2008) e srtg molto recenti hanno dimostrato che
NPS, iniettato i.c.v., facilita la memoria spaziael topo al test di Morris (Han et al.
2009).

Modulazione del dolorerecentemente Li et al (2009) hanno studiato ksiali azioni di
modulazione del dolore indotte dalla somministragiac.v. di NPS nel topo, utilizzando i
test della retrazione della coda e della piastidacalove si dimostra che NPS causa effetti
antinocicettivi dose-dipendenti. In entrambi i {el&zione di NPS e risultata sensibile
all'antagonista del peptide [D-Cys (tBINPS (Li et al. 2009). Questi risultati hanno
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rivelato che NPS potrebbe produrre gli effetti moticettivi attraverso il suo recettore e
che il sistema oppioide non & coinvolto in quegiaree.

Esiste quindi in letteratura, la prova convincente il sistema NPS — NPSR regoli
molteplici funzioni biologiche, comprendenti I'atitia locomotoria, larousal e il ritmo
sonno/veglia, lo stress e I'ansia, I'assunzioneilal, la tossicodipendenza, i processi legati
alla memoria e probabilmente anche la trasmisgi@héolore.

1.6.1.4 Utilizzo di antagonisti peptidici e non fdjzi come strumenti di ricerca per lo
studio del sistema NPS — NPSR

Subito dopo l'identificazione del sistema NPS — RP8iversi gruppi di ricerca hanno
iniziato numerosi studi al fine di identificaredaquenza bioattiva di NPS, e i suoi residui
amminoacidici piu importanti, coinvolti nel ricormmento di NPSR. Si tratta di studi
classici Ala- e D-scan e studi condotti con le pmrztronche ammino e carbossi- terminali
di NPS (Bernier et al. 2006; Reinscheid et al. 20R6th et al. 2006). La sostituzione
sistematica di amminoacidi della sequenza primdria\NPS, con residui di Alanina,
fornisce informazioni sul contributo di ogni singalesiduo all’attivita biologica di NPS. |
risultati di questi studi (Figura 11) dimostranoecle posizioni 2,3,4 e 7 sono cruciali
affinché NPS esplichi la propria azione biologi&ernier et al. 2006). Allo stesso modo
questi studi mettono in evidenza il ruolo criticelld sequenza FenilalanfrArginina®
Aspartatd (Phé-Arg®-Asn®), e confermano I'importanza del residuo Glicingpimsizione
7, per il riconoscimento con NPSR. Gli studi cotidocbn metodi D-scan, sono applicati
per avere informazioni sul contributo dato dall&alita di ogni singolo amminoacido, e
confermano i risultati ottenuti con gli studi Alaas (Reinscheid et al. 2005). Gli studi
condotti sulle porzioni ammino e carbossi-termisalno effettuati al fine di identificare gli
amminoacidi cruciali per il legame con NPSR e la atiivazione.

Complessivamente i risultati hanno indicato che ¢$&quenza Valina-Glicina
rispettivamente in posizione 6 e 7, sono importpati I'attivita biologica di NPS, e che i
residui amminoacidici dalla posizione 11 alla 20lan@orzione carbossi-terminale, non
sono fondamentali per lattivitin vitro, ma sono necessari per avere effettivivo
(Reinscheid et al. 2005). Infine suggerimenti imaoti per il disegno di nuovi ligandi
peptidici, si sono ottenuti studiando le conformaziosservate con analisi in NMR
(Tancredi et al. 2007) che mostrano che la sequétizia-Valina®-Glicina’ (Gly>-Val®-
Gly’), rappresenta una regione peptidica flessibileoin@mte per indurre e/o stabilizzare la
conformazione bioattiva di NPS. Al contrario la tmmazione ad alpha elica intorno alla
posizione 7 non e compatibile con l'attivita biakeeydi NPS, anzi e preferibile che non sia
presente in questo intorno, infine le modificazidella Glicina in posizione 5 possono
essere critiche per il disegno di ligandi per NR®R una efficacia ridotta (Guerrini et al.

2010).
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Per approfondire le conoscenze relative alle fumizidologiche di NPS, differenti gruppi
di ricerca hanno svolto studi di chimica farmaceatiolti ad identificare tratti della
sequenza peptidica capaci di riconoscere e legaeeattore. Da questi € emerso che |l
tratto N-terminale riveste un’importanza crucialer g'attivita biologica; in particolar
modo gli aminoacidi PReArg®-Asn’* si sono rivelati necessari per avere elevata paten
nel legame con NPSR e per determinare la sua ztive. La sequenza Ghval®-Gly’
sembra essere importante per il mantenimento detiformazione bioattiva del peptide.

Nel contesto di questi studi si pud osservare ahsoktituzione [D-AJNPS produce un
peptide che si comporta come un agonista parzal®&pPSR. Tale osservazione é risultata
critica per l'identificazione di antagonisti peptidper NPSR, infatti, successivamente gli
studi di struttura-attivita si sono concentrati sekiduo di Glicina in posizione 5,
dimostrando che la sua sostituzione con D-ammidoabtie posseggono un corto braccio
lipofilico della catena genera potenti, puri e #ale antagonisti per NPSR, fra questi
spicca il [(tBu)D-GIy]NPS.

Attualmente sono disponibili alcuni strumenti peptgy studiare questo sistema
peptidergico NPS — NPSR: 1) modelli farmacoforiaRfagonisti peptidici con moderata
potenza 3) antagonisti non peptidici potenti 4) toppckout per NPSR. Ovviamente sono
necessari ulteriori strumenti di ricerca per strgligiu a fondo il ruolo biologico del
sistema peptidergico NPS — NPSR. Attualmente, peronoscenze al riguardo, si puo
indicare come gli agonisti per NPSR possono esssag per trattare sonno, stati di ansia,
memoria e disordini da assunzione di cibo; inven&gonisti per NPSR potrebbero
rappresentare un nuovo target terapeutico pentralbo di dipendenza da diverse sostanze
e per modulare la risposta immunitaria.

Tra questi nel presente studio sono stati utilizdaf(tBu)D-Gly°’]NPS ed il [D-Cys
(tBu)’]NPS, le cui proprieta antagonisie vitro, relativamente alla mobilizzazione del
c&”*, hanno dimostrato che il primo & piu potente @eosdo. E inoltre stato pubblicato
recentemente che i sostituenti biciclici della pgzena rappresentano la prima generazione
di antagonisti non-peptidici di NPSR (Roth et &08). Tra questi il SHA 68 (3-ossi-1,1-
difenil-tetraidro-ossazolo [3,4-a] pirazina-7-casbp4-fluoro-benzilamide) e stato
utilizzato nel presente studio.

Con lo scopo di incrementare la potenza del pepsideo stati studiati diversi derivati di
NPS che presentano amminoacidi diversi in conforom&z chirale D nella posizione 5
([D-Xaa’]NPS). Camarda et al. (2009), hanno identificatontalecola [D-Cys(tBUJNPS
come ligando peptidergico di NPSR e lo hanno aaniaitato farmacologicamente vitro

e studiato gli effettin vivo. Essi dimostrano che [D-Cys(tBINPS si comporta da peptide
antagonista puro con potenza moderata, competéiaelettivo per NPSR. Infatti [D-
Cys(tBUuf]NPS risulta essere inattivo sia come agonistarecantagonista nei confronti
di tutti gli altri GPCR. Questo effetto potrebbecha essere dovuto all’elevata omologia
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fra [D-Cys(tBufJNPS ed il ligando endogeno stesso, poiché rispetta sequenza
peptidica di NPS, viene sostituito un solo residneminoacidico (Camarda et al. 2009).
Inoltre I'attivitd di antagonista puro di [D-Cys@B]NPS, & stata confermata ancine
vivo: questo antagonista peptidico e in grado di blaccgli effetti prodotti da
somministrazioni di NPS sulla stimolazione dell@dmozione (Guerrini et al. 2009),
I'arousal (Camarda et al. 2009) e gli effetti aatitettivi sovraspinali (Li et al. 2009).
Successivamente, si sono identificati humerosi igepintagonisti per NPSR, di prima
generazione.

Per ottenere ulteriori informazioni sulla seletfvidi azione del [tBu-D-GRNPS,
Guerrini et al. (2009), hanno condotto diversi vationi per determinare I'azione agonista
0 antagonista del peptide mediante saggi di mabibine del CZ, utilizzando come target
diversi recettori umani accoppiati a proteine Gi Bsultati si € potuto concludere che
[tBu-D-Gly’]NPS & un potente antagonista puro e selettivoNi#8BR. Inoltre lo studio
conferma le osservazioni strutturali elencate iecpdenza: 1) la potenza antagonista del
peptide € inversamente proporzionale alle dimemsienalla carica della catena
del’amminoacido inserito in pozione 5, D-Xaa5; tBu e i suoi derivati sulfidrilici
direttamente legati con il carbonio in posizion&a alostituiscono la migliore posizione

chimica per incrementare la potenza antagonista.

SHA 68 é il primo antagonista non peptidico selettiper NPSR, chimicamente e
classificato come molecola biciclica piperaziniea, € I'unico ligando di natura non
peptidica di cui esistono studi ancimevivo riportati in letteratura. SHA 68 mostra una
maggiore affinita di legame per NPSR che preseatanhinoacido Aspartato in posizione
107, (Asn 107) rispetto alla variante con Isoleacifile 107). Questa osservazione
sottolinea quindi 'importanza per il legame reoattle, che ha il residuo amminoacidico
in posizione 107 di NPSR. Questo e di particolareresse poiché Reinscheid et al.
(2005), hanno dimostrato come questa variazionanpdica di NPSR Asn vs lle, non
comporta differenze nell’affinita di legame da pati molecole agoniste per NPSR ma ne
incrementa I'efficacia. Inoltre lle in posizione7l8tabilizza la conformazione recettoriale
che promuove l'attivazione del recettore da partendagonista, mentre Asn in posizione
107 facilita il legame dell'antagonista al recettotJsando la struttura dei composti
piperazinici biciclici, quindi, sarebbe possibileilsppare composti che mostrino una
spiccata selettivita per una o per l'altra isofordel recettore NPSR umano, e queste
isoforme potrebbero aiutare ad individuare nuovdepade specifiche per il genotipo
recettoriale specifico, al fine di sviluppare faonapecifici per diverse patologie. Sono
diversi gli studi in letteratura svolti allo scoplo valutare queste differenze nel genotipo
recettoriale. Okamura et al. (2007), hanno mostcatoe I'isoforma Asn 107 sia molto
meno rappresentativa in soggetti maschi che saffrdn disturbi di panico, quindi
antagonisti selettivi per I'isoforma lle 107 possagssere sviluppati per il trattamento di

guesti disordini. Inoltre, genotipi recettorialiegjfici sono stati ripetutamente associati con
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asma o altri disordini immunologici, ma attualmeihteiolo funzionale di NPSR in queste
patologie rimane sconosciuto (Laitinen et al. 200dng et al. 2006; Malerba et al. 2007;
D’Amato et al. 2007).
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Figura 11

Elenco delle modificazioni e degli studi di struttattivita sul peptide NPS. Il dominio con atidvibiologica (PheArg®-Asn®) &
cruciale per il legame e l'attivazione al recettbieSR. La conformazione indotta dal dominio f@Kal®-Gly”) gioca un ruolo chiave
per il modellamento attivo di NPS: cambiamenti aehiralita del carbonia in posizione 5 hanno un enorme impatto sull'eéfida del
peptide. Il dominio C-terminale € necessario peravattivita biologican vivo (Guerrini et al. 2010).

1.6.2 La comunicazione “neuroimmunitaria”: ruolo ideeuropeptidi nell'infammazione

In letteratura sono sempre piu numerosi gli stuté cdimostrano come [I'attivazione
dell'asse HPA, abbia delle implicazioni immunoldggc dopo stress acuto, per esempio,
I'attivazione del sistema nervoso simpatico, cortgpde rapida redistribuzione delle
cellule del sistema immunitario nell'organo targhe ha subito lo stress (Rogausch et al.
1999; Elenkov et al. 2000). Questa risposta dipahala concentrazione dei mediatori
immunitari, come citochine o peptidi, e dalla prese di recettori specifici per questi
mediatori, posti sulla superficie delle cellule dedtema immunitario. Tale meccanismo, é
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tipico della risposta immunitaria innata cosi cotneguella specifica, dopo esposizione a
stress (Ziemssen e Kern 2008). | recettori coimveotbltre, sembrano essere diversi a
seconda del tipo di risposta: se acuta o cronicgreeinfiammatoira oppure anti-
inflammatoria.

Gli effetti e le implicazioni dei mediatori delldress sono stati discussi innumerevoli
volte. Il sistema immunitario innato puo favorineaurisposta di tipo T helper tipo cellulare
1 (Thl) o T helper tipo cellulare 2 (Th2). Durante risposta di tipo Thl, vengono attivati
I macrofagi, che secernono differenti mediatori-ftammatori (per esempio IL-1, Inf),
mentre una risposta di tipo Th2 e caratterizzalia gaoduzione di anticorpi e di mediatori
anti-infiammatori (per esempio IL-10), che inibiscola risposta Thl. L’ipotesi di uno
sbilanciamento della risposta immunitaria Th1/Thk& psempio, & stata formulata sulla
base di esperimenti condotti su culture celluleon I'obiettivo di spiegare la risposta di
ipersensibilita dell’organismo allo stress, comalistruzione del tessuto cellulo-mediata,
da parte dell’attivazione delle cellule B, che nahmente, proteggono il nostro organismo
con la produzione di anticorpi. La corrispondengpasta pro-infiammatoria cellulare e
quella anti-inflammatoria umorale, sono largamarttkzzate come sinonimi del termine
di “effettori” nei meccanismi di stress. Inoltréplotesi di uno shilanciamento nella risposta
di tipo Th1/Th2, che aggrava i processi inflammiagola pregressa presenza di patologie
nel soggetto, sono punti importanti per valutareoihvolgimento neuroimmunitario nella
patogenesi di disturbi, in patologie ad infiammaegocroniche e anche nel cancro
(Steinman 2007; Coffman 2006) (Figura 12).
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Figura 12
Rappresentazione schematica degli effetti immunolomediati dalla risposta neuroendocrina allo stree la loro potenziale
implicazione durante le patologie croniche (Peteral. 2012)
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Dalla scoperta di neurotrofine e neuropeptidi sicsaccumulati numerosi dati scientifici
che documentano un promettente ruolo di questi aw@di nei meccanismi correlati allo
stress, e nella dimostrazione di un asse neuro-mtario. Tale asse dipende da segnali
neurotrofici e coinvolge le fibre nervose peptideng, ed € sempre co-attivato dall’asse
del sistema nervoso simpatico e dall’asse HPA ¢(hem et al. 2011; Rosenkranz, 2007).
| mediatori coinvolti nelle interazioni neuroimmtaniie, come per esempio la sostanza P,
si ritrovano localizzati nelle zone in cui le fibnervose incontrano le cellule del sistema
immunitario; cio avviene un po’ ovungue nell’intasoganismo umano, ma principalmente
hanno un ruolo importante a livello degli organiifezici, 0 nelle componente immunitaria
nei tessuti periferici (Steinhoff et al. 2003; Mignet al. 2003). A seguito di stress, i
cambiamenti immunologici risultanti sono molto cdegsi e includono sia effetti pro-
inflammatori che anti-inflammatori (Liezmann et2011; Elenkov e Chrousos 2002).

Una delle prime azioni descritte per i neuropeptane mediatori del sistema immunitario
e stata la loro capacita di attivare dei meccangefiiinfiammazione neurogena, in cui vi
e un rilascio di neuropeptidi, capaci di indurreccassivamente la degranulazione di
mastcellule, che inducono 'aumento della perméabéndoteliale dei vasi, la fuoriuscita
da tali vasi del plasma e l'infiltrazione delleloé& del sistema immunitario nella zona del
tessuto infetta. Questo insieme di effetti spiegagiavita della risposta immunitaria di
patologie croniche (Singh et al. 1999; Harvimale2@10). Inoltre i neuropeptidi facilitano
il passaggio da un tipo di risposta immunitariaaitano specifica ad un'altra.

Sulla base delle citate conoscenze, in questo cstadisiamo occupati di valutare le
implicazioni del neuropeptide, oggetto di nostrterasse, NPS, come modulatore della
risposta immunitaria.

1.6.3 Il sistema NPS — NPSR come modulatore dsli@sta immunitaria

Numerosi studi dimostrano che il sistema NPS — NRfR giocare un ruolo nella
modulazione della risposta immunitaria innata epatologie con una componente di
inflammazione cronica, soprattutto delle barrigoeediali di organo. Infatti il peptide NPS
ed il suo mRNA, sono co-localizzati in epiteli bobimali e del colon suggerendo che NPSR
potrebbe essere attivato da meccanismi autocripamcrini (Pulkkinen et al. 2004;
Vendelin et al. 2005). La migrazione dei leucoail tessuto rappresenta la chiave del
processo nella patogenesi di malattie a componefienmatoria. Dati ottenuti in trail
clinici hanno mostrato che I'inibizione di leucacttigranti in organi target rappresenta un
effettivo approccio terapeutico per patologie in Eimfiammazione ha effetti dannosi
(Rossi et al. 2008). Interessanti studvitro, su linee cellulari di macrofagi di topo RAW
264.7, mostrano che NPS e capace di modulare lacifagi di macrofagi; infatti, la
prestimolazione con NPS ne incrementa la fagocitosiodo dose dipendente. Inoltre la
stimolazione con NPS (M) di macrofagi murini decrementa l'adesione cdaltel e
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incrementa la migrazione, suggerendo come NP Shsagente chemiotattico (Pulkkinen et
al. 2006).

Studi relativi al sistema immunitario del maialdeemano le presenza del recettore NPSR
nei tessuti immunitari, inclusi timo, milza, linfodi del tratto gatrointestinale e nelle
tonsille del palato molle, inoltre NPS e in gradaitivare e modulare la proliferazione dei
linfociti (Yao et al. 2009). Evidenze sperimentalitenute da studi genetici umani
dimostrano anche una stretta associazione fraimpdismi del gene per NPSR con
malattie con componente inflammatoria cronica caewolgono il sistema respiratorio
(Laitien et al. 2004) e gastrointestinale (D’amatoal. 2007). NPS e il suo recettore
potrebbero avere un ruolo nella patogenesi deléasisi € dimostrato infatti che
polimorfismi a singolo nucleotide di NPSR sono as#oad un aumento della prevalenza
di asma (Bernier et al. 2006). Tessuti periferigivestimenti epiteliali di diversi organi
esprimono isoforme di NPSR, indicate come A e Buise la mucosa intestinale e la pelle,
e NPSR appare essere sovraregolato nell'infiammaz{®@undman et al. 2010). Inoltre
NPS incrementa la proliferazione di linfociti splgre potenzia le funzioni dei macrofagi
degli alveoli polmonari, tuttavia da solo esso noduce un effetto rilevante nella
produzione di IL-B, IL-6 e TNFa, ma ne incrementa la produzione in modo significat
se viene aggiunto LPS, mostrando un effetto sinergi dimostrando cosi che NPS ¢ in
grado di modulare la risposta inflammatoria solgpresenza di antigeni esogeni (come
LPS) (Yao et al. 2011).

La chemiotassi € un processo fondamentale in cutelale migrano in una
direzione specifica quando sono esposte a detetirgnaaienti chimici esterni (Figura 13).
E’ una capacita esibita da numerose varieta dcgpulari e coinvolgono strategie distinte
che dipendono dalle cellule e dalle condizioni antali. Diversi membri di famiglie di
neuropeptidi esercitano azioni chemiotattiche somaciti umani circolanti nel sangue.
Inoltre il sistema immunitario influenza il sistemarvoso centrale. A livello molecolare,
ormoni, neurotrasmettitori, neuropeptidi e citoehird i loro recettori sono importanti
membri della stessa superfamiglia che consenterfaunicazione neuro-immune (Wrona
et al. 2006).
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lllustrazione dei principali passaggi e meccanidatiprocesso di chemiotassi.

Un altro meccanismo, fra i piu importanti, di déedell’ospite contro I'invasione di
microrganismi esterni e la fagocitosi, seguita’'detlisione e la digestione intracellulare
del microrganismo da parte delle cellule fagocgicliFigura 14). Queste ultime
nell'organismo umano sono rappresentate da duega@te di cellule: i leucociti
polimorfonucleati e i fagociti mononucleati. Il messo di fagocitosi puo essere separato in
diversi passaggi fondamentali: opsonizzazione ded#€icelle da parte dei fattori del
complemento del siero, il riconoscimento da paeiedcellule fagocitiche di questi fattori
del complemento ed il successivo contatto con fgedicie cellulare, l'internalizzazione
del microrganismo, la sua uccisione e digestionazigr all'utilizzo di enzimi litici
intracellulari (Van Furth et al. 1979).

Granules

Invagination of
cell membrane

Bacterium

Nucleus

Phagocytosis. From Damjanov, 2000.

Figura 14
lllustrazione dei principali passaggi e meccanidatiprocesso di fagocitosi.
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In questo studio abbiamo valutato I'abilita di NEEinfluenzare la chemiotassi e la
fagocitosi di monociti umani, confrontando I'efi@tton un peptide pro-inflammatorio di
riferimento utilizzato in letteratura formyl-Met-uePhe (fMLP) (Le et al. 2002). Inoltre
gli antagonisti peptidici, [D-Cys(tBEINPS, [tBu-d- GIY]NPS, e non peptidico SHA 68,
per NPSR sono stati utilizzati al fine di caratteare farmacologicamente I'effetto indotto
da NPS.
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2 SCOPO

Progressi significativi sono stati fatti nella campsione del ruolo dei neuropeptidi, questo
soprattutto grazie all'identificazione dei sottotiecettoriali peptidergici. La ricerca dei
ligandi dei GPCR orfani ha avuto un grosso impaittia farmacologia di base e nella
terapia. La deorfanizzazione dei GPCR ha rivoluaiora scoperta di nuovi trasmettitori.
La chiave per sfruttare al meglio le potenzialigi GPCR dipende dalla possibilita di
sintetizzare agonisti/antagonisti specifici a partlal ligando endogeno al fine di definirne
I ruoli funzionali ed il potenziale terapeutico.

Considerate queste premesse I'obiettivo di questaet stato quello di indagare il ruolo di
due sistemi neuropeptidici: N/OFQ — NOP e NPS — RIP&i loro analoghi di sintesi di
natura peptidica o non peptidica, con attivita gordsti e antagonisti, ottenuti grazie a
numerosi studi in condizioni patologiche che coilgeno funzioni integrate superiori del
sistema nervoso centrale (ansia e dolore) e asj#iti risposta immunitaria (chemiotassi e
fagocitosi).

Effetti antinocicettivi di somministrazioni intrate cali di agonisti del recettore della
Nocicettina/Orfanina FQ, mediante I'utilizzo del test del tail flick.

Lo scopo della prima area di ricerca della preseéese e stato quello di approfondire
I'attivita di N/OFQ sulla trasmissione analgesiedando:

- l'effetto analgesico di N/OFQ a livello spinale,nsministrando il peptide per via
intratecalei(t.) e sottoponendo il ratto al test del tail flicktiébattito di coda);

- lattivita di un nuovo peptide, sintetizzato dalliversita degli studi di Ferrara, UFP-
112, nel ratto sempre utilizzando il test del thdk. UFP-112 deriva da modificazioni
chimiche della struttura di N/OFQ per incrementataepotenza o la resistenza alla
degradazione di peptidasi endogene.

La parte fondamentale del lavoro é stata quellmettere a punto una metodica valida di
cateterizzazione intratecale e quindi somministrafi@maci a livello spinale. | risultati
sono stati confrontati con quelli ottenuti in p&ell con il farmaco di riferimento, morfina,
di cui si conoscono ampiamente gli effetti analgesi

Inoltre questi dati preliminari sono utili per salenare una dose adeguata di UFP-112 al
fine ultimo di verificare il possibile sviluppo thlleranza in futuri studi in cronico.

Antagonismo funzionale tra Nocicettina/Orfanina FQe il Fattore di Rilascio delle
Corticotropine in disturbi legati a stati di ansia, nel ratto: coinvolgimento del sistema
serotoninergico

Lo scopo della seconda area di ricerca della ptegesi e stato quello di:
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- confermare il ruolo ansiolitico di N/OFQ nella réggmione delle risposte

comportamentali allo stress tramite l'utilizzo dued test ansiometrici (“elevated plus
maze”, EPM, e “conditioned defensive burying”, CDB)

- valutare il coinvolgimento dell’asse HPA alle nestondizioni sperimentali, mediante
I'utilizzo di CRF;

- verificare il possibile antagonismo funzionale N&EOFQ e CRF in condizioni legate
all'ansia;

- analizzare le possibili modificazioni del sistem&agoninergico, a livello centrale,

dovute all’azione dei peptidi in esame come spiegez del possibile antagonismo
funzionale.

Per le valutazioni biochimiche sono state scelteokdeccia frontale ed il ponte in quanto
rappresentano le principali aree cerebrali di padee di arrivo che coinvolgono i neuroni
serotoninergici dei sistemi maggiormente implicgagila modulazione della risposta allo
stress.

Stimolazione della chemiotassi e della fagocitosii anonociti umani da parte del
Neuropeptide S, coinvolgimento del recettore (NPSR)

L'ultima area di ricerca riguarda NPS; lo studist&o condotto allo scopo di valutare |l
coinvolgimento del sistema NPS — NPSR come moddatella risposta immunitaria in
situazioni di inflammazione. Sono quindi stati pregsesami due meccanismi di difesa
primaria: la chemiotassi e la fagocitosi.

E' stato valutato:

- l'effettivo ruolo di modulatore del sistema NRSNPSR nei principali meccanismi di
risposta immunitaria. E’ stato studiato secondntec di farmacologia classica bloccando
il segnale trasdotto dal recettore NPSR, tramitilizzo di antagonisti di natura peptidica:
[(tBu)D-Gly5] NPS, [D-Cys(tBu)5] NPS e non peptidicSHA 68 (3-ossi - 1,1 - difenil -
tetraidro-ossazolo [3,4 - a] pirazina-7-carbos$iudrobenzilamide);

- come possibile target terapeutico di nuove nwéedi sintesi, con attivita di antagonisti,
il ruolo di NPSR, al fine di curare patologie camaucomponente inflammatoria cronica.
Componente importante dello studio, € stato otiame le metodiche dei saggi di
chemiotassi e fagocitosi, e definire le giuste emtiazioni delle sostanze utilizzate, al fine
di riprodurre condizioni sperimentali simili a sazioniin vivo. E' stata utilizzata come
sostanza di riferimento fMLP (formyl-Met-Leu-Pha)n peptide di 3 amminoacidi, di
sintesi, che deriva dal lipopolisaccaride batter{@¢d’S), sostanza pro-infammatoria
ampiamente conosciuto in letteratura (Le et al2200
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3 MATERIALI E METODI

3.1. Animali

Nelle aree di ricercan vivodella presente tesi di dottorato, sono stati utdizratti maschi

di razza Wistar, forniti dalla ditta Harlan Italgg¢rezzana, Ml), stabulati in gabbie singole
di Plexiglas in condizioni controllate (libero asse a cibo ed acqua, cicli di 12-h di
buio/luce, temperatura 22°C, umidita al 60%) detgp@er ognuno di circa 180-200 g
all'inizio degli esperimenti. Le direttive eticheeppcondurre un’indagine sperimentale su
animali coscienti sono state adeguatamente eseguitette le procedure sono state
condotte in accordo ai regolamenti etici CEE peridarca sugli animali (Consiglio CEE

86/609; D.Lgs. 27/01/1992, No. 116).

3.1.1 Effetti antinocicettivi di somministrazioni intratecali di agonisti del recettore
della Nocicettina/Orfanina FQ, mediante l'utilizzodel test del tail flick.

3.1.1.1 Chirurgia degli animali impianto del catedea livello intratecale

E stata usata come metodica la cateterizzaziothe sfzio sub-aracnoideo lombare per la
somministrazione di farmaci a livello spinale, aggpndo alcune modifiche alla tecnica di
Starkson et al. (1996). Gli animali sono stati &stezzati con ketamina e xilazina (115+2
mg/kg) per via intraperitoneale (i.p.), rasati gulparte dorsale lombare e quindi
opportunamente posizionati su un tavolo operatoion un bisturi € stata effettuata
un’incisione longitudinale a livello pelvico. Susstvamente sono state sollevate le spine
iliache ventrali dell’animale, causandone l'inareto (cifosi) della parte lombare della
colonna vertebrale. L’ago guida e stato posizioratcirca 2-4 mm di distanza laterale
rispetto alla colonna vertebrale dell’animale egknito perpendicolarmente nello spazio tra
la L5 e L6 della colonna vertebrale (Figura 15).

hY

La corretta localizzazione intratecale € stata ewnéta da un colpo di coda o dalla
retrazione della zampa posteriore, riflesso invt@ida del ratto. Attraverso I'ago guida e
stato poi inserito il catetere. Quest’ultimo e @agb da un tubicino di polietilene (PE-10,

Beckton Dickinson, diametro esterno 0.6 mm, intedr&8 mm) lungo circa 14 cm, di cui 4
cm sono stati inseriti nello spazio sub-aracnoidBmpo I'operazione si lasciano

trascorrere quattro giorni, per permettere un ¢rnecupero all’animale dall’intervento;

poi sono stati effettuati i trattamenti sperimeintal
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Rappresentazione schematica per I'impianto di clarinu

3.1.1.2 Metodiche di studio per il dolore: la seettel corretto test nocicettivo

E impossibile sapere se le sensazioni provate danimale in seguito ad uno stimolo
nocicettivo siano paragonabili quantitativamentdabre sentito dal’'uomo in circostanze
simili. Non e privo di validita pero supporre chanimale che prova a sfuggire o si ribella
squittendo a uno stimolo doloroso, stia vivendoeespze soggettive che sottostanno a
meccanismi del tutto simili a quelli che spingohmmo a sottrarsi a un dolore. E lecito
allora supporre che una sostanza antinocicettiiamenale possa essere un analgesico
anche nelluomo. La sperimentazione clinica & g@iocomplessa a causa della presenza
di fattori comunemente definiti “psicologici” e cheell'uomo giocano un ruolo molto
importante, reso evidente dalla facilita con cuhaiun aumento della soglia del dolore
somministrando solo il placebo.

L’indagine pre-clinica non e di aiuto in questamlb caso poiché non e possibile valutare,
con gli esperimenti sugli animali, quanto [effettplacebo contribuisca all’esito
complessivo dell’analgesico. Quando si saggia anilthale una sostanza con probabile
azione analgesica e molto importante che sia ugsaicstimolo doloroso adatto, capace di
fornire risposte ben definite e quantitativamerakitabili.

3.1.1.3 Metodi di studio dell'attivita antinocidet: i test

I metodi esistenti per lo studio dei meccanismiicettivi, possono essere suddivisi in
quattro tipi principali: meccanici, termici, elatire chimici. Il test che verra usato nel
seguente progetto di tesi, fa parte di quelli pib tiermico: il test del colpo di coda (test del
tail-flick).
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- Metodi meccaniciconsistono nel pinzettare I'orecchio di una cavidi un ratto, la
coda di un topo, la zampa di un ratto; cid provora risposta allo stimolo dolorifico che
consiste nell'allontanamento dell’animale, nell@sjamento della coda o nella retrazione
della zampa. Si tratta, quindi, di un test qualitatche esamina risposte difensive
altamente dipendenti dal tipo di stimolo nocivo.

- Metodi elettrici la stimolazione del nervo trigemino o della polentaria attraverso
scariche elettriche, sono oggi considerate criticaltadute in disuso.

- Metodi chimici consistono nell'iniettare sostanze chimiche amit nel peritoneo
oppure nelle zampe posteriori dell’'animale. Nelocds! peritoneo, il roditore, in risposta
al dolore addominale, si contorce e il risultatd tést viene valutato in base al numero di
stiramenti che vengono eseguiti in 10 minuti dalaale. Invece nel caso della zampa,
essa si gonfia e la valutazione viene fatta in l@ssumero di retrazioni della zampetta
inflammata.

- Metodi termici i piccoli animali da laboratorio sono molto seniagli stimoli termici

ed é per questo che test come la piastra caldgesil del colpo di coda e il test
dell'immersione della coda sono molto usati.

v’ Test dell'immersione della coda (tail-immersionjeyede I'immersione della coda di
roditori in un bagno d'acqua termostatato a 58°C.parametro di valutazione e
rappresentato dal tempo in secondi che intercoattindmersione al momento in cui
I'animale, avvertendo calore, toglie la coda dalijaa.

v’ Test della piastra calda: gli animali sono postiusa superficie metallica riscaldata
artificialmente e mantenuta a temperatura costdn&l + 0.4°C (Socrel DS Ugo Basile,
Comerio, VA, ltalia). Si registra il tempo (in sexb) di latenza al leccamento delle zampe
o al salto.

v’ Test del colpo di coda (tail-flick) (Vedi paragraficcessivi).

3.1.1.4 Test del tail flick (o test del colpo dded

Il procedimento e di D’Amour e Smith (1941) modifio da Dewey nel 1970 e Tian et al.
nel 1997. L’apparecchiatura consiste di una fontabbre radiante (raggio infrarosso), una
fotocellula, un timer e un regolatore di potenz#domea. La coda viene collocata in
corrispondenza del raggio luminoso in modo da inrpeche la luce arrivi alla fotocellula.
Il raggio di luce ed il timer vengono attivati cam semplice pulsante. Il raggio termico
colpisce la coda dell’animale in un punto subteaten quando il ratto avverte dolore
allontana la coda con scatto (da cui il nome difliak). Il raggio non piu impedito dalla
coda, puo colpire la fotocellula sottostante pramo il blocco del cronometro e
dell’emissione del raggio stesso (Figura 16).

Il tempo massimo di esposizione della coda debrattraggio termico € di 20 secondi,
oltre il quale si rischia il danno dei tessuti talimale.
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Figura 16
Apparecchiatura per il tail flick test e posizioremto dell'animale sul raggio termico.

Sono stati determinanti la latenza di base (BLjnprie dopo I'operazione chirurgica e
prima di qualsiasi trattamento. Il tempo di latekh) dopo il trattamento ogni 15, 30, 60,
e 120 minuti. La percentuale del massimo effettesfimle (% MPE) e stata calcolata
secondo la formula:

% MPE = [(TL-BL)/(20-BL)]X100

dove TL € il tempo di latenza dopo il trattamerb, € il tempo di latenza di base, e 20 ¢ il
tempo in secondi massimo di interruzione del téstmediatamente dopo I'ultima
misurazione della soglia del dolore (T=120) gliraali vengono sottoposti ad iniezione i.t.
con lidocaina allo 0,2% seguita dalla soluziondoltgyica, che provoca la paralisi
immediata della parte posteriore dell'animale;wene effettuato per verificare la corretta
posizione del catetere spinale. Tutti gli animdiecnon hanno mostrato risposta alla
lidocaina sono stati esclusi dall’analisi dei dati.

3.1.1.5 Schema di trattamento

Prima della somministrazione dei diversi farmagnioanimale é stato sottoposto al del
test del colpo di coda per la registrazione deiterze di base (latenza pre-farmaco e post-
operazione) (tempo: T=0). Gli animali sono statddiuisi in tre grossi gruppi di
trattamento:
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1) il primo gruppo € stato suddiviso in sottogruppiséite animali, a cui sono state
somministrate per via intratecale (i.t) dosi cresicdi N/OFQ (1, 10 o 100 nmoli/ratto)
tramite una prima iniezione di un volume di fDseguiti da altri 10ul di soluzione
fisiologica sterile, per facilitare la fuoriuscidal catetere del trattamento.

2) il secondo gruppo e stato suddiviso in sottogrupiette animali. Ogni sottogruppo
e stato trattato con 4@ di dosi crescenti di morfina (0.1, 1, 3 o 10 nifiatto) sempre
seguiti da 1Qul di soluzione fisiologica sterile.

3) allultimo gruppo, anch’esso suddiviso in sottogvumli trattamento, sono stati
iniettati 10ul di dosi crescenti di UFP-112, (1, 3, 5 0 10 niinatto).

Gli animali controllo sono stati trattati con doppsomministrazione di soluzione
fisiologica sterile.

Quindici minuti dopo l'ultimo trattamento, gli anat sono stati sottoposti al test del tail
flick per valutare la modificazione della sogli@@yena; in specifico il test e stato ripetuto
all'intervallo di 15, 30, 60, 90 e 120 minuti dalamministrazione.

Negli animali trattati con soluzione fisiologicagmsi sono evidenziate differenze, per cui i
dati sono stati raggruppati e definiti come cotitréllla fine dell’esperimento, alcuni ratti
sono stati trattati con lidocaina per via intratecaal fine di verificare il corretto
posizionamento del catetere.

3.1.1.6 Analisi statistica

L’effetto analgesico é stato valutato ed espressaca@ne percentuale del massimo effetto
possibile (% MPE) sia come media dell’area sott@dava (AUC) per gli intervalli di
tempo in cui é stato eseguito il test, ovvero daa1B0 minuti. Tutti i dati sono espressi
come media £+ E.S.M. L’analisi della varianza ad uiga(ANOVA), seguita dapost hoc
test di Bonferroni e stata utilizzata per la vatidae degli effetti analgesici spinali di
nocicettina, UFP-112 e morfina alle diverse dodizatte. Il livello di significativita é

stato posto a P<0.05.

3.1.2 Antagonismo funzionale tra Nocicettina/Orfama FQ e il Fattore di Rilascio
delle Corticotropine in condizioni legate a stati dansia, nel ratto: coinvolgimento del
sistema serotoninergico.

3.1.2.1 Impianto delle cannule

Sono state impiantate cannule d’acciaio (Plastie;®oanoke, VA, USA) nel ventricolo
cerebrale destro per la somministrazione di farradisiello centrale. Gli animali sono stati

anestetizzati con ketamina piu xylazina (115+2 my/ger via intraperitoneale (i.p.),
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farmaci forniti dalle ditte farmaceutiche GellirffAprilia Italia) e Bayer, (Milano Italia),
rispettivamente. | ratti sono quindi stati posti s apparecchio stereotassico che ha
permesso di inserire le cannule secondo le coarlidgp=-0.8, L=1.4; V=3.25 seguendo
le indicazioni dell'atlante stereotassico (Paximo¥Vatson 1997). Le cannule sono state
mantenute in loco con cemento acrilico dentisticzme delle viti poste nell’osso cranico.
Le cannule sono state tenute pervie da un filoaikée, posto nel lume delle stesse, che é
stato rimosso al momento del trattamento. Dopoelapione gli animali, in gabbia
singola, sono stati trasportati in una stanza iosppata e a temperatura controllata per la
durata di 5-7 giorni. Le iniezioni per via intraebroventricolare (i.c.v.) sono state fatte in
un volume di liquido pari a ul. Al termine degli esperimenti alcuni ratti sontats

anestetizzati e decapitati e la corretta posizidele cannule é stata verificata con
un’iniezione di blu di metilene.

3.1.2.2 Schema di trattamento

Dopo una settimana di recupero dallimpianto detennule, gli animali sono stati
suddivisi in 6 gruppi (di 7 animali ciascuno) e gostati trattati seguendo il presente
schema di trattamento:

1) gli animali controllo vengono pre-trattati con sahne fisiologica sterile, ripetuta
dopo 10 minuti.

2) due gruppi di ratti sono stati pre-trattati con R(®(0,5 nmole/ratto i.c.v.) 10 minuti
prima del trattamento successivo con soluzionelfigica sterile o CRF (1 pg/ratto);

3) altri due gruppi di ratti sono stati pre-trattabncuna concentrazione di N/OFQ di 1
nmole/ratto (i.c.v.) 10 minuti prima del trattamerguccessivo con soluzione fisiologica
sterile o CRF (1 pg/ratto).

4)  l'ultimo gruppo di animali & stato pre-trattato caemluzione fisiologica sterile e dopo
10 minuti con CRF (1 pg/ratto).

Tutti gli animali trattati con N/OFQ hanno subito pre-trattamento con la stessa dose
della sostanza due ore prima dei trattamenti vproeri.

Dieci minuti dopo l'ultima somministrazione, gli iamali sono stati sottoposti ai test
comportamentali:. EPM e CDB. Immediatamente dopderimine del test dellEPM
(considerato meno stressante di quello del CDRitti sono stati decapitati, e sono stati
prelevati i cervelli; in particolare i campioni dorteccia frontale e del ponte sono stati
mantenuti congelati a -80°C per la valutazioneldkelli di 5-HT, del suo metabolita 5-
HIAA e il loro rapporto (5-HIAA/5-HT), utilizzandda cromatografia liquida ad alta

by

pressione (HPLC). Inoltre & stata valutata la dansecettoriale del sottotipo 5-H
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mediante tecnica binding utilizzando un liganddeathrcato specificéH-8-OH-DPAT, e
5-HT come spiazzante.

3.1.2.3 Test ansiometrici

Nell’'uomo il termine ansia descrive uno stato enmspiacevole legato all’attesa di eventi
inevitabili o al presentarsi di situazioni nuoveinaspettate. Qualcosa di molto simile
all'ansia si genera anche in un animale posto md@wone a lui avverse. In esso, come
nell'uomo, I'ansia si riflette in un comportamerdaratteristico e complesso. Farmaci noti
per la loro azione ansiolitica sul'uomo, qualidenzodiazepine, se somministrati ad un
animale posto in situazioni ambientali ansiogene npristinano una risposta
comportamentale normalizzata eliminando il condiaimento dei suddetti fattori. Da qui
la possibilita di predire lattivita ansiolitica din farmaco studiando come la stessa
sostanza modifichi il comportamento dell’animale fddnte a determinati test, detti
ansiometrici. Nella presente tesi sono stati w#tz i seguenti test comportamentali:
I'elevated plus maze (EPM) ed il conditioned defeaburying (CDB).

3.1.2.4 Test dell'elevated plus maze — EPM

Il test & stato proposto per l'identificazione ##la di farmaci ad azione ansiolitica e
ansiogenica. L'apparato consiste in due bracciat@@edue chiuse ognuna di 55x10 cm,
con un pavimento scuro, unite da una piattafornrmérale comune, chiamata arena (10x10
cm) (Figura 17).

Le braccia aperte non hanno pareti laterali e renméb nulla ai terminali; quelle chiuse
hanno delle pareti di plexiglas di 40 cm. Il labid é elevato rispetto alla terra di 80 cm.
Dal quinto giorno dopo l'intervento, ogni animat®po il trattamento, e sottoposto al test.

Figura 17
Apparato per il test dell’'elevated plus maze — EPM.
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Il ratto viene posizionato nell’arena, con il muswgolto al braccio aperto e il suo
comportamento viene osservato per 5 minuti dalErisgentatore. Al termine del tempo,
'animale viene rimosso e il labirinto viene pulifwer il successivo ratto. Vengono
registrati diversi parametri relativi all’ansia, me il tempo impiegato dall’animale a
muoversi in ogni porzione del labirinto (indice pewalutazione dell’attivita locomotoria).
Altri comportamenti considerati sono: il numeroetitrate e il tempo speso nelle braccia
chiuse, in quelle aperte e nell’arena.

3.1.2.5 Conditioned defensive burying — CDB

Questo test si avvale delle ben note reazioni difenmostrate dal ratto in laboratorio,
come il “freezing” (immobilitd), la fuga e l'attacco. In particolare, nel CDB gfiimali
esaminati sviluppano un comportamento specificgoresenza di materiale da lettiera e
sottoposti ad un breve shock elettrico i ratti maosd la tendenza a seppellire la fonte che
puo fornire la scossa. Questa reazione e statagti@pome nuovo paradigma per lo studio
di agenti ansiolitici.

In questo test é utilizzata una gabbia rettangotapexiglas (27x38x38 cm) con segatura
sul pavimento alta di 5 cm. La sonda, elettrificatanodo continuo, consiste in un pezzo
di legno ricoperto da un filo metallico ed & posimata in modo da protrudere per 10.3 cm
ed essere sollevata dalla base di 7.5 cm. Il don¢an la suddetta provoca una scossa da 1
mA (Figura 18). Gli animali vengono abituati a staella gabbia contenente la sonda, in
assenza di corrente elettrica, per 15 minuti pgindi consecutivi.

Figura 18
Apparato per il conditioned defensive burying — CDB

Al 5° giorno i ratti sono valutati individualmenfeer 30 minuti; I'altezza della segatura
viene misurata all'inizio e alla fine del test. arametri comportamentali osservati sono:
latenza alla prima scossa, latenza al primo episddburying (ricoprimento della sonda

con la segatura), numero totale di scosse ricewaltezza della segatura e durata di
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ricoprimento (Pinel e Treit 1978). In particolada, latenza intesa come tempo che
intercorre tra la prima scossa e il primo episadiidourying riflettono inversamente la
reattivita dell’animale, mentre il tempo cumulatigpeso nel burying suggerisce, in
maniera specifica, il livello dello stato di ansia.

3.1.2.6 Determinazione dei livelli di serotoninaado indolacetico

Per il dosaggio della 5-HT e del suo metabolitalBA] si e fatto riferimento, con le
opportune modifiche apportate nel nostro laborataal metodo cromatografico messo a
punto da Grossi et al. (1990) che prevede l'utdizdi strumentazione HPLC
(cromatografia liquida ad alta pressione) con deteslettrochimico.

L’apparecchiatura € costituita da: HPLC Beckman dGaonnesso con detector
elettrochimico Coulochem 1l ESA (ESA Inc., BedfollA, USA) corredato di cella
analitica (modello 5011), interfaccia analogico:mied406 e pompa: modulo 118; colonna
Hypersil 3 ODS (Octa-Decil-Silano) 10 cm x 4,6 mnprecolonna C18. Quest’ultima
possiede lo stesso impaccamento della colonnavdrdae adsorbe irreversibilmente le
impurezze del solvente evitando il deterioramen#dlad colonna successiva. Per |l
condizionamento della colonna e della cella si @cg@duto conservando la colonna in
Metanolo/HO 70/30. Tale miscela € stata utilizzata per eopaite la colonna per 45
minuti, per altri 45 minuti con D e infine con la fase mobile di lavoro, lasciando
ricircolo tutta la notte antecedente I'analisi.

La lettura dei campioni biologici, prevede l'utdiz di una fase mobile composta di:
Metanolo/Acetonitrile/ NakPO, 50 mM (sciogliere 3,45 g di fosfato diidrogenosdidio

in 500ml di HO e portare a pH 2,8 conslPIO, 50%) 15/8/77 + 0,02% di SOS + 0,2 mM
EDTA con aggiunta di 10Ql di trietilammina per migliorare I'efficienza d&halisi. La
fase mobile viene in ultimo filtrata sotto vuotoncdiltri 0,22 pm forniti dalla ditta
Millipore e degassata con elio per evitare la farimae di bolle all'interno dello
strumento. Le caratteristiche della lettura deiedsv campioni sono: eluizione: isocratica
(utilizzo di un unico solvente); flusso: 0,8 ml/miostante; detector: cella analitica E1 —
100 mV, E2 +250 mV; RA, filter 5 sec, offset 0%, output 1V. Acquisizioreanale B,
display factor 10, data hertz 2, range 1V, offsé@b. OPressione: circa 1,60 Kpsi,
temperatura ambiente. Il volume d’iniezione e di20di campione, manuale tramite
siringa per HPLC da 104l. Il tempo di ritenzione di 5-HT e di circa 7 minumentre
quello di 5-HIAA é di circa 2,5 minuti; quindi ietnpo di una corsa totale dura circa 10
minuti. Tra una iniezione e quella successiva tasao circa 20 minuti. Le iniezioni dei
campioni sono state fatte alternando un giornondiisi ad un giorno per la pulizia dello
strumento, al fine di migliorarne I'efficienza.
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3.1.2.7 Valutazione delle caratteristiche dei rémets-HT1a

Le caratteristiche dei siti di legame 5-HTsono state valutate in conformita con quanto
gia precisato da Dugovic et al. (1989), apportated@pportune modifiche. Sia per la
corteccia frontale che per il ponte é stato eseduitstesso protocollo di preparazione del
campione biologico: le aree cerebrali sono omogemggiungendo 5 ml di saccarosio
ghiacciato a 25 M con l'ausilio di un pestello Defl (120 r.p.m.) e successivamente
sottoposti a centrifugazione a 1300 g per 10 miaudi °C. Questa procedura € stata di
conseguenza ripetuta per tutte le combinazionudhaante e saccarosio diluite con 10 ml
di 50 nM TRIS-HCIl a pH 7.7. Le sospensioni cosemtite sono centrifugate a 3500 g per
10 minuti. Quindi, i pellet sono risospesi in 20 dntampone TRIS-HCI e centrifugato a
50000 g per 10 minuti. Infine i pellet sono statnagenati e diluiti in TRIS-HCI. Le
aliquote di membrana sono state trasferite in fitevdi plastica contenentH-8-OH-
DPAT (6 concentrazioni crescenti sciolte in 10%etknolo), 5-HT (per la misura del
binding non-specifico) o tampone TRIS a 37 °C pgrniinuti. La sospensione € stata
filtrata a pressione ridotta attraverso filtri Wimain preventivamente bagnati per 5 minuti
in soluzione di polietilenimmina 0.5% usando unanpa sottovuoto e sottoponendola a
due lavaggi con 5 ml di tampone TRIS ghiacciatdiltii sono stati trasferiti nei vials
contenenti 6 ml di Packard Optifluor, e conserahtiuio per 20 ore ad una temperatura di
4 °C prima della conta finale, effettuata con untatore di particelle beta.

3H-8-OH-DPAT, il ligando selettivo per il sottotipecettoriale 5-HTa, € stato utilizzato
nell’intervallo di concentazioni da 0.18 nM a 6 nM.

3.1.2.8 Analisi statistica

Tutti i valori sono espressi come medie £ E.S.Mandlisi della varianza (ANOVA) a due
vie, seguita dgbost hocest di Bonferroni, € stata utilizzata per la vahibne degli effetti
di N/OFQ, CRF e la loro interazione nei test congroentali e nella determinazione dei
livelli di 5-HT e 5-HIAA. Per la la valutazione delcaratteristiche recettoriali del sottotipo
5-HT1a.il numero massimo di recettori {B) e la costante di dissociazionepjksono stati
calcolati secondo il metodo Scatchard (1949) usamp curva di saturazione ottenuta
utilizzando 6 concentrazioni di ligando marcatottifgli esperimenti sono stati condotti in
triplicato; le Byaxe le Kp risultanti, elaborate ed espresse come media /. $no state
confrontate fra di loro con post hodest di Bonferroni, preceduto da ANOVA a due vie.
Il livello di significativita é stato posto a P<6.0
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3.1.3 Stimolazione della chemiotassi e della fagtwsi di monociti umani da parte del
Neuropeptide S, coinvolgimento del recettore (NPSR)

3.1.3.1 Preparazione dei monociti umani

Per i saggi di chemiotassi e fagocitosi sono s&atati i monociti umani dal sangue intero
periferico di volontari sani mediante la separagiosu gradiente ottenuto per
centrifugazione utilizzando Lympholyte-H (CederlaBarlington, NC, USA). Dopo la
centrifugazione avvenuta a 800 x g per 20 minutimonociti vengono rimossi
delicatamente, mediante pipetta Pasteaur sterlBinterfaccia che si forma tra il plasma
(di evidente colore paglierino) e il gradiente Lymofyte-H e riposti in una nuova provetta.
Le cellule cosi isolate vengono lavate un paioddtiescon PBS, infine vengono contate con
la camera di Neubauer e risospese in terreno fiegddl 1640 (EuroClone Milano, Italy)
supplementato con 0.1% BSA (SERVA Electrophorgdmidelberg, Germany), fino ad
una concentrazione finale di 1.5X¥fonociti/ml.

3.1.3.2 Saggio di migrazione, utilizzo della Camer&oyden

L’attivita migratoria dei monociti umani e statalwmata utilizzando la camera di Boyden
con 48 pozzetti (Neuroprobe, Gaithersburg, MD, USAui compartimenti superiore ed

inferiore sono separati da un filtro in polivinimlidone senza policarbonato (Neuro
Probe, Gaithersburg, MD 20877 USA), con pori dimbdi diametro attraverso i quali i

monociti dovrebbero migrare e quindi passare dalpartimento superiore del pozzetto a
quello inferiore, se attratti da sostanze dotajgodsibile attivita chemiotattica.

Una sospensione di 7.5X1fonociti in 5@ viene riposta nel compartimento superiore di
ogni pozzetto della camera di Boyden, mentre netpaotimento inferiore dei pozzetti
vengono depositate le diverse sostanze di cuidewalutare la capacita chemiotattica.

La migrazione dei monociti viene valutata dopo lezione di 90 minuti a 37°C in
presenza di 5% di C{on i diversi chemioattrattanti.

3.1.3.3 Schema di trattamento

Inizialmente ci siamo occupati di definire una @umdel tipo concentrazione — effetto
utilizzando diverse concentrazioni di NPS, in uteimallo fra 10 e 10° M. Come
sostanza di riferimento viene utilizzato un peptidgo di 3 amminoacidi, formyl-Met-
Leu-Phe (fMLP) (Sigma, San Louis, MO, USA), il cpotere chemiotattico viene
ampiamente descritto in letteratura ed utilizzatome controllo positivo, alla
concentrazione di 1M (Le et al. 2002).
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Per valutare un possibile ruolo di NPSR nella r$pochemiotattica, gli antagonisti

peptidici [D-Cys(tBujJNPS e [tBu-D-GIJ]NPS, e non peptidici SHA 68, sono stati
aggiunti alla sospensione di monociti 30 minuti@idi NPS e sono rimasti a contatto con
le cellule per I'intero periodo di incubazione.

3.1.3.4 Colorazione del filtro e analisi al micraggo ottico

Dopo l'incubazione la superficie superiore delrdilé stato pulita per rimuovere possibili
residui di cellule non migrate. Il filtro e statoczessivamente fissato e colorato con Diff-
Quik (Baxter, IL, USA). Il numero di monociti cheffeitivamente hanno migrato,
richiamati dalla sostanza chemiotattica (passaralocdmpartimento superiore a quello
inferiore del pozzetto rimanendo cosi adesi ai getifiltro) sono stati contati in 5 campi
visivi differenti, al microscopio ottico con un irapdimento 400X.

3.1.3.5 Saggio di fagocitosi

I monociti umani freschi sono stati risospesi inzeeedi coltura RPMI 1640 (EuroClone
Milano, Italy) alla concentrazione di 2xX’b@llule/ml, sono stati incubati a 37°C in leggera
agitazione per un ora, con NPS°1 in Eppendorf sterile. Dopo questa incubazioneoso
stati aggiunti gli Escherichia Coli (100 batterr peonocita), precedentemente inattivati al
calore, colorati con Bleu di Toluidina e opsonitzain siero AB. L'incubazione procede
per 30 minuti a 37°C in leggera agitazione. Tuttattamenti con gli antagonisti per NPSR
[D-Cys(tBuf]NPS 10° M, [tBu-D-Gly’]JNPS 10° M o SHA 68 10 M precedono il
trattamento con NPS TM di 30 minuti.

Per I'opsonizzazione i batteri E. Coli, sono statubati per 30 minuti a 37° C in leggera
agitazione (in rapporto 1:400) con siero AB ottendd& sangue intero di volontario sano. Il
sangue e stato fatto coagulare per 1 ora circenpeb@tura ambiente, centrifugato a 1100 g
per 20 minuti ed il surnatante e stato raccolto.

I monociti sono poi stati depositati sul vetrino diamte Cytospin, colorati mediante
colorazione May Grunwald (5001 per 5 minuti), risciacquati in acqua e, una volta
asciugati, colorati mediante colorazione Giemsani{ll per 30 minuti); eliminato il
colorante in eccesso con acqua, i vetrini sonoi $igdati in Xilolo e osservati al
microscopio ottico con ingrandimento ad immersiadelio 100X.

3.1.3.6 Analisi statistica

| dati per i saggi di chemiotassi, sono espressiecmedia del numero di cellule migrate
per campo + E.S.M, di otto esperimenti per deteanania curva del tipo dose — effetto per
I'agonista NPS e di 5 esperimenti per gli antaganis
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| dati per i saggi di fagocitosi, sono espressi eqgmarcentuali di cellule fagocitanti (che
hanno cioé inglobato almeno un batterio di E. @olorato) di 5 esperimenti (medie +
E.S.M).

Per entrambi i test, I'analisi della varianza (ANA\a una via, seguita dabst hodest di
Bonferroni, € stata utilizzata per la valutaziomgldeffetti del solo NPS. ANOVA a due
vie seguita dalpost hoctest Bonferroni € stato usato per valutare glietéffdegli
antagonisti peptidici e non peptidici. Il livello significativita e stato posto a P<0.05.
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4 RISULTATI

4.1 Effetti antinocicettivi di somministrazioni intratecali di agonisti del recettore della
Nocicettina/Orfanina FQ, mediante l'utilizzo del test del tail flick.

4.1.1 Curva dose effetto della nocicettina

N/OFQ, sia alla dose di 100 nmoli/ratto che allaalmtermedia di 10 nmoli/ratto, mostra
un aumento significativo dei valori di % MPE nal fack test; alla dose piu alta si osserva
un effetto analgesico gia dopo 15 minuti dalla sanistrazione che diminuisce dopo i 30
minuti, mantenendo la significativita rispetto antrolli fino alla fine dell’esperimento
(120 minuti). Alla dose intermedia, N/OFQ mostraydce, un valore di % MPE
significativamente piu elevato solo dopo 30 mirdaila somministrazione mentre, alla
dose di 1 nmole/ratto, essa non modifica i valoBldMPE rispetto ai controlli (P>0.05).

Un’ulteriore analisi fatta con post hoctest di Bonferroni ha confermato che solo la dose
maggiore di N/OFQ ha avuto un effetto analgesigaificativo per l'intera durata del test
(P<0.05) (Figura 19). In conclusione, N/OFQ mosimeeffetto analgesico dose-dipendente
innalzando la soglia algogena in modo significatalta dose piu alta da noi utilizzata,
risultato valutato anche mediante I'area sottouev& (AUC) che permette di confrontare
le azioni analgesiche nel tempo (AUC di N/OFQ l10@ol/ratto = 3688.6 + 529.4 - %
MPE x min - vs AUC dei controlli = 418.8 £ 62.3, 81).

4.1.2 Curva dose effetto della morfina

| nostri risultati indicano che la morfina, comengmosto di riferimento, sia alla dose di 3
nmoli/ratto che di 10 nmoli/ratto, mostra un aunoesignificativo dei valori di % MPE nel
test del tail flick gia dopo 15 minuti dal trattante; entrambe le dosi presentano un effetto
massimo dopo 30 minuti, che decresce successivamemntenendosi significativo
rispetto ai controlli fino alla fine dell’esperimien (120 minuti) (P<0.05) (AUC della
morfina, 3 nmoli/ratto = 2627.6 + 416.9 e AUC detherfina, 10 nmoli/ratto = 5827.2 +
861,4 vs AUC controlli, P<0.01). Alle dosi di 0..npli/ratto e 1 nmoli/ratto, la morfina
non modifica i valori di % MPE rispetto ai contidP>0.05) (Figura 20).

4.1.3 Effetto analgesico dell’agonista peptidicoRJE12

Per UFP-112, sono stati condotti dapprima espetinpgaliminari con quattro differenti
dosi del composto, scelte per valutare il tipoidnsita di effetti indotti, anche sulla base
di risultati sperimentali ottenuti sul topo (Rizet al. 2007). | risultati definitivi, con
somministrazioni i.t. su ratti, hanno mostrato cdmeose di 5 nmoli (AUC di UFP-112,
5nmoli/ratto = 5227,3 + 846 vs AUC dei controllk®01) sia risultata molto efficace gia
a partire da 15 minuti dopo il trattamento, dopo rBihuti e si mantiene a livelli
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submassimali, per tutta la durata dellesperime(@@0 minuti). Questo effetto é
comparabile a quello osservato nella Figura (309r,la dose di morfina (10 nmoli/ratto)
utilizzata come analgesico di riferimento. La dake3 nmoli di UFP-112 raggiunge
I'effetto massimale a 30 minuti e successivament&sce progressivamente perdendo la
significativita nei confronti dei controlli. Infina dose minore utilizzata non risulta essere
significativa rispetto ai controlli. (Figura 21) telazione ai risultati di efficacia ottenuti da
guesto primo esperimento, la dose massima anaizziat10 nmoli/ratto, non risulta
utilizzabile per un futuro trattamento nonostarbia effetto analgesico massimale fin da
15 minuti dopo la somministrazione perche compeftatti collaterali di breve durata e
intensita che compromettono pero la validita dst.te

In conclusione, UFP-112 mostra un effetto analgesiose-dipendente aumentando la
soglia algogena in modo significativo alle dosi gite di 5 e 10 nmoli da noi utilizzate.
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Figura 19: Curve dose-effetto di N/OFQ
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Figura 20: Curve dose-effetto della morfina
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Figura 21: Curve dose-effetto UFP-112
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4.2 Antagonismo funzionale tra Nocicettina/OrfaninaFQ e il Fattore di Rilascio delle
Corticotropine in condizioni legate a stati di ansk, nel ratto: coinvolgimento del
sistema serotoninergico.

4.2.1 Test dell'elevated plus maze
4.2.1.1 Effetto di somministrazioni di NJOFQ o CRF

Nei ratti trattati in acuto con iniezioni intracbreventricolari di N/OFQ da sola alla dose
di 0,5 nmoli/ratto non si rivela alcun tipo di caisinento comportamentale nell’elevated
plus maze e tutti i parametri considerati non tesw diversi da quelli ottenuti nei ratti
controllo trattati con soluzione fisiologica. La s#o piu alta utilizzata di N/OFQ, 1
nmoli/ratto, induce un aumento significativo neinf speso nelle braccia aperte, e nel
numero di entrate nelle stesse e, di conseguerzaiduzione nel del tempo speso nelle
braccia chiuse, rispetto ai ratti controllo (P<(;d4 stessa dose aumenta anche l'attivita
motoria dei ratti nelle braccia aperte (Tabella Guesti effetti si verificano in maniera
dose-dipendente e sono considerati come una réspdistipo ansiolitico, come gia
dimostrato precedentemente per N/OFQ.

Il gruppo di ratti trattati con CRF da solo, allasé di 1 nmole/ratto mostra un aumento
significativo di tutti i valori comportamentali nmalmente associati a situazioni di ansia
provate dall’animale: un marcato aumento del terapeso, dell’attivita motoria e del
numero di ingressi nelle braccia chiuse, rispetfio @animali controllo; di conseguenza si
ha una riduzione del tempo speso, del numero degsjnelle braccia aperte e una ridotta
attivita motoria in esse (Tabella 5).

Tutti gli animali trattati con le sole somministiazi di N/OFQ o in co-somministrazione
con CRF, sono stati pre-trattati 2 ore prima degperimento con N/OFQ (stessa dose) al
fine di superare possibili effetti di ipomotilitadotti da N/OFQ che possono interferire con
le risposte comportamentali, come gia dimostrataltin lavoriin vivo (Vitale et al. 2006).
Dopo questo pre-trattamento, non e stata infagesta alcuna riduzione nell’attivita
locomotoria, nel test dellEPM e si € riscontratoaiffetto ansiolitico del nostro peptide.

Le dosi di trattamento sono state scelte in bassparimenti condotti in modelli animali
nel ratto al fine di valutare gli effetti ansiotitidi N/OFQ (Vitale et al. 2006) e altri effetti
come quello anoressizzante, indotto da CRF (Cioppa et al. 2003).

4.2.1.2 Effetto di co-somministrazioni di NJOFQ RFC

Sono stati valutati gli effetti comportamentali ldeto-somministrazione di N/OFQ (0,5
nmoli/ratto o 1nmole/ratto), e CRF: quest’ultimarsuinistrato alla dose di 1 nmole/ratto,
10 minuti dopo il primo trattamento. In entramisgisi, N/OFQ € in grado di antagonizzare
gli effetti ansiogeni indotti dalla singola somnsitazione con CRF. In particolare la
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somministrazione di N/OFQ, 1 nmole/ratto, prima @RF, riporta tutti i parametri
comportamentali a livelli simili a quelli osservater i ratti controllo. La dose minore di
N/OFQ utilizzata (0,5 nmole/ratto) non e in gradoadtagonizzare gli effetti ansiogeni
indotti da CRF, poiché il tempo speso nelle braaparte, il numero di ingressi nelle
medesime e l'attivita locomotoria permangono irderrispetto ai ratti controllo (Tabella
5).

4.2.2 Test del conditioned defensive burying
4.2.2.1 Effetto di somministrazioni di N/OFQ o CRF

Nel test del conditioned defensive burying, sonatistiportati come parametri
comportamentali solo la durata del tempo di buryladatenza che intercorre fra la scossa
ed il primo episodio di burying e l'altezza dellagatura con la quale la sonda viene
ricoperta. Somministrazioni della dose piu bassi/@iFQ (0,5 nmoli/ratto) non risultano
modificare tali parametri rispetto ai ratti del gpo di controllo; al contrario la dose piu
alta N/OFQ, 1 nmole/ratto, aumenta significativateenil tempo di latenza e
contemporaneamente riduce la durata del burying’aiedza della segatura di
ricoprimento. Somministrazioni di CRF, 1 nmolefattdeterminano una riduzione nel
tempo di latenza ed un aumento della durata diibgrg dell’'altezza della segatura di
ricoprimento (Tabella 6).

4.2.2.2 Effetto di co-somministrazioni di NJOFQ RFC

Gli effetti comportamentali osservati anche nel CD&me per quelli dellEPM,
dimostrano che la somministrazione di N/OFQ allaeddi 1 nmole/ratto, 10 minuti prima
della somministrazione di CRF, 1 nmole/ratto, € grado di riportare i parametri
comportamentali presi in esame a valori confrofitabguelli osservati nel gruppo degli
animali controllo; al contrario la N/OFQ, 0,5 nnimdito, somministrata 10 minuti prima di
CRF, non e in grado di antagonizzarne gli effettedminando un comportamento simile a
quello indotto dal solo CRF (1 nmole/ratto) (Tabhed).

4.2 .3 Valutazione del turnover di serotonina

Nella corteccia frontale, i campioni che derivare ahimali a cui & stata somministrata
N/OFQ alla dose di 1 nmole/ratto, dopo analisi iRLE&, mostrano un significativo
decremento dei livelli di 5-HT, non modificano vdili del metabolita 5-HIAA e di
conseguenza vi € un aumento nel valore del rappiato5-HIAA/S-HT rispetto ai
campioni derivanti dal gruppo di animali controllsl. contrario somministrazioni di CRF
alla dose di 1 nmole/ratto, non comportano variaiziei livelli di 5-HT, del metabolita 5-
HIAA e dunque nel loro rapporto. CRF € pero in gratl antagonizzare i cambiamenti
dovuti a N/OFQ riportando i paramentri esaminativalli confrontabili con i risultati
ottenuti dal gruppo di animali controllo (Tabella 7
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Nel ponte, le somministrazioni di N/OFQ, alla dadiel nmole/ratto, risultano invece
inefficaci nell'indurre cambiamenti nel sistemaaeninergico, poiché non determinano
modificazioni nei livelli di 5-HT o 5-HIAA. CRF, & dose di 1 nmole/ratto, determina un
decremento significativo dei livelli di 5-HT, un mento significativo dei livelli del suo
metabolita 5-HIAA e di conseguenza un aumento agdporto 5-HIAA/5-HT. La
somministrazione dei due peptidi riporta tutti irgraetri rilevati nel sistema
serotoninergico a valori confrontabili con quelBservati nei campioni degli animali di
controllo (Tabella 8).

4.2.4 Effetti sulle caratteristiche dei recettorHI 1

| dati ottenuti sulle caratteristiche dei recett&rHT;5, mediante analisi di binding
recettoriale, hanno mostrato dopo trattamento c®HAY, un aumento significativo del
numero dei suddetti recettori (densita recettorid@g.y), coinvolti nella modulazione

dell'ansia a livello della corteccia frontale, maauriduzione della loro affinita (costante di
dissociazione, K) per il ligando endogeno 5-HT. | trattamenti catosCRF, al contrario,

non inducono nessun tipo di cambiamento al sistseratoninergico a livello della
corteccia frontale (Tabella 9).

| dati ottenuti sulle caratteristiche dei recettérHT4 nella seconda area cerebrale
analizzata, il ponte hanno evidenziato, dopo sonstnazione di CRF, una riduzione della
densita recettoriale By ma un aumento dell’affinita dei recettori 5-HATper il loro
ligando endogeno (K. | trattamenti con sola N/OFQ, al contrario, nnducono nessun
tipo di cambiamento al sistema serotoninergicoellb del ponte (Tabella 10).

Tutte le modificazioni nei parametri biochimici esgate sono riportate a valori
confrontabili con quelli rilevati nel gruppo deglanimali di controllo dopo
somministrazioni di N/JOFQ 1 nmole/ratto, seguitaQRF alla dose di 1 nmole/ratto.
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Tabella 5: Parametri comportamentali valutati eédvated plus maze test.

Time spent

Time spent

Closed arm

Openarm  Motor activity Motor activity

Treatment in the closed in the entry entry in the closed in the open
arms (s) open arms (s) counts counts arms (s) arms (s)
Saline +
Saline 172,4+18,1 68,3+7,5 3,5+1,0 4,1£0,9 42,65,2 18,3+2,0
Saline +
CRF 1nmol 237,2420,3* 26,2+2,3* 6,6£0,7* 1,8+0,3* 75£8,2% 5,7£0,6*
N/OFQ 0.5 nmol +
Saline 176,8%16,4 56,28,2 3,2£0,9 2,8+0,6 48,75,9 15,6+2,1
N/OFQ 0.5 nmol +
CRF 1nmol 213,6£20,8 38,242,1% 4,8%0,5 1,620,2% 70,2%6,5% 7,7%1,0%
N/OFQ 1 nmol +
Saline 102,7+11,5%  118,5£10,9* 3,2£0,7 7,8£0,9% 24,743,6 44,4£5,2%
N/OFQ 1nmol +
CRF 1 nmol 133,6%13,7 87,9+7,9 2,710,4 3,4%£0,5 33,1£4,2 21,9%3,2

Valori espressi come media £ E.S.M. di 10 ratti gerppo.* P<0.05 rispetto agli animali

controllo (saline+saline).

Tabella 6: Parametri comportamentali valutati relditioned defensive burying test.

Duration of Latency to bury Height of buried
Toesonent buryng (s) following the shock (s) bedding (cm)
Saline +
71,516,3 106,5%11,0 4,710,4
Saline
Saline +
244,6125,1% 34,012,5% 8,2+1,3 *
CRF 1 nmol
N/OFQ 0.5 nmol +
62,5%5,9 109,4+12 4 2,910.7
Saline
N/OFQ 0.5 nmol +
183,9+20,1* 45,714,3* 7,810,5 *
CRF 1nmol
N/OFQ 1 nmol +
2841,6* 125,3+12,6 1,9+0.3*
Saline
N/OFQ 1 nmol +

Valori espressi come media £ E.S.M. di 10 ratti germppo.* P<0.05 rispetto agli

controllo (saline+saline).
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Tabella 7: Effetti di somministrazioni di CRF o NFQ su 5-HT, il metabolita 5-HIAA e
sul loro rapporto, nella corteccia frontale.

FRONTAL CORTEX 5-HIAA o-HT -HIAA/5-HT
ng/g lissue ng/g lissue
Saline + Saline 331,6 + 21,5 429,1+29,9 0,77 £ 0,06
Saline + CRF 1 ug 371,1+ 32,5 448.4 £21.7 0,82 £ 0,07

N/OFQ 1 nmol + saline 355,2 27,8 234,4 +13,9 * 1,5+ 0,11 %

N/OFQ 1nmol + CRF1pug  303,1+23,7 396,4 + 28,4 0,76 + 0,05

Valori espressi come media = E.S.M. di 10 ratti gerppo di trattamento. * P<0.05 vs
controlli (saline+saline).

Tabella 8: Effetti di somministrazioni di CRF o NFQ su 5-HT, il metabolita 5-HIAA e
sul loro rapporto, nel ponte.

PONS n%e ng}jg_%tzsjs'ue 5-HIAA/5-HT
Saline + Saline 278,3+10,9 5715+ 48,1 0,50 + 0,04
Saline + CRF 1 ug 505%+41,7%  3254%394% 1,50%+0,11%
N/OFQ 1 nmol + saline 230,1+22,5 416 £ 53,7 0,551 0,08
N/OFQ 1 nmol + CRF 1 ug 208,3 +25.8 589,7 £ 57,9 0,49 £ 0,03

Valori espressi come media = E.S.M. di 10 ratti gerppo di trattamento. * P<0.05 vs

controlli (saline+saline).

Tabella 9: Effetti delle somministrazioni di CRANOOFQ sulle caratteristiche dei recettori
5-HT;a nella corteccia frontale di ratto.

FRONTAL CORTEX (finol /ﬁ gagm oin) (5@)
Saline + Saline 264,2 115 1,9+0,3
Saline + CRF 1 ug 281,5+17,2 1,6 £0,2
N/OFQ 1 nmol + saline 451,8 + 28,9 * 3,210,6*
N/OFQ 1 nmol + CRF 1 ug 301,3 £ 27,1 1,8 £0,2

Valori espressi come media + E.S.M. di 10 ratti gaerppo di trattamento. * P<0.05 vs

controlli (saline+saline).
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Tabella 10: Effetti delle somministrazioni di CRF N/OFQ sulle caratteristiche dei
recettori 5-HTa nel ponte di ratto.

PONS (]‘)nol/ﬁga;rotein) (111(1\1;)
Saline + Saline 103,7 +19,3 2,010,9
Saline + CRF 1 ug 81,5+5,2* 1,5£0,4%
N/OFQ 1 nmol + saline 207,4 +14,8 2,6 £0,7
N/OFQ 1 nmol + CRF 1 pug 201,1+22,3 2,2 +0,8

Valori espressi come media = E.S.M. di 10 ratti gerppo di trattamento. * P<0.05 vs
controlli (saline+saline).
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4.3 Neuropeptide S stimola la chemiotassi e la fagjtosi di monociti umani attivando
il suo recettore (NPSR).

4.3.1 Effetto di NPS sulla chemiotassi dei monaoiertani.

Per valutare gli effetti di NPS sulla chemiotasssimebnociti umani e stata costruita una
curva concentrazione-risposta nellintervallo da'®® a 10° M. Come sostanza di
controllo positivo con attivita chemiotattica e tetautilizzato fMLP (da solo) alla
concentrazione di TOM nel terreno di coltura. | risultati mostrati Figura 22 mostrano
che la migrazione “random” dei monociti umani nelosterreno di coltura ha un valore di
20.6 = 1.2 (n° di cellule per campo analizzatoyapgetro che aumenta fino ad un valore di
98.9 £ 3.0 in presenza di fMLP. NPS da solo inducsignificativo effetto chemiotattico a
partire dalla concentrazione di 10/, indicato dal valore 35.9 + 4.7, con un incretoen
concentrazione dipendente fino a>1®1, con un valore di 80.0 + 4.2, che & simile alla
risposta chemiotattica evocata da fMLP alla coregitne di 1¢ M. NPS non produce
infatti, una classica curva concentrazione-rispasia “andamento a campana’ (“bell-
shaped”) come la maggior parte dei peptidi nole abstre condizioni sperimentali.

4.3.2 Effetti degli antagonisti sulla chemiotasglotta da fMLP e NPS.

Questa serie di esperimenti hanno I'obbiettivo diutare il coinvolgimento di NPSR
nell’'effetto chemiotattico indotto da NPS sui moitioamani. Differenti antagonisti di
natura peptidica o non peptidica sono stati anatizda soli nel mezzo di coltura o in
presenza di NPS o fMLP. Gli antagonisti peptidi2iCys(Bu)’]NPS (Figura 23) e'Bu-d-
Gly’INPS (Figura 24) utilizzati da soli nel mezzo ditaca, alle concentrazioni ToM o
10° M, non modificano la migrazione dei monociti umaispetto al valore di controllo e
nemmeno l'azione chemiotattica indotta da fMLP;®1d. Al contrario, entrambi gli
antagonisti, alla concentrazione di LM, inducono una diminuizione significativa
dell'effetto chemiotattico indotto da NPS sia aflancentrazione di I0M che 10’ M.
Non si sono osservati effetti sulla chemiotassil@ita da NPS) con l'uso di entrambi gli
antagonisti alla concentrazione pill bassa utilgzHb® M.

Dalla Figura 25 é possibile osservare che I'antegamon peptidico SHA 68, presente da
solo nel terreno di coltura, alla concentrazion€ M), non modifica né la migrazione
chemiotattica dei monociti controllo ne la migramandotta dalla sostanza di riferimento,
fMLP, 10® M; tuttavia, alla medesima concentrazione, SHA&6® grado di ridurre in
modo statisticamente significativo la migrazionédtia da NPS, 10M.

4.3.3 Effetti degli antagonisti sulla fagocitosdotta da fMLP e NPS.

Il saggio di fagocitosi € stato definito a parti@l’effetto chemiotattico di NPS; sulla base
di questi risultati & stata scelta la concentrazidnNPS 10 M poiché essa si & rivelata in
grado di indurre un effetto massimo sulla chemgtdsmonociti umani. Per una maggiore
sintesi abbiamo raggruppato i risultati degli effdei saggi di fagocitosi indotti dal solo
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NPS o dagli antagonisti nella stessa Figura 26atl degli esperimenti di fagocitosi
mostrano che la prestimolazione con NPS inducenaremento significativo nel numero
di batteri internalizzati, da parte dei monocitiam) simile all’effetto indotto dal controllo
utilizzato fMLP, 10® M. Il pretrattamento di 30 minuti con gli antagdhiseptidici alla
concentrazione di TOM & in grado di ridurre in modo statisticamenteniigativo ma
parziale I'effetto di NPS, essendo i valori sigcéfiivamente diversi sia dai controlli che
dai trattati con NPS stesso. Il pretrattamentol@ottagonista non peptidico, SHA 68,10
M, blocca in modo statisticamente significativdfiégto fagocitico indotto da NPS, im,
riportando i valori a livello dei controlli.
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Figura 22: Effetto chemiotattico di NPS o fMLP subnociti umani.
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| dati sono espressi come media £+ E.S.M. di 8 @wgati. L'analisi della varianza
(ANOVA) ad una via € seguita dal Bonferroni post best. *P < 0.01 vs. controlli.

Figura 23: Effetti di [D-CysBu)’]NPS sulla stimolazione chemiotattica dei monodii
parte di NPS o fMLP.
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| dati sono espressi come media di 5 esperimeftiStM., analizzati utilizzano per ogni
antagonista, lI'analisi della varianza (ANOVA) a dui e seguita dal post-hoc test
Bonferroni.

*P < 0.05 vs. controlli. #P < 0.05 vs. NPS.
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Figura 24: Effetti di 'Bu-d- GIyJNPS sulla stimolazione chemiotattica dei monodi
parte di fMLP o NPS.
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| dati sono espressi come media di 5 esperimeftiSM., analizzati utilizzano per ogni
antagonista, I'analisi della varianza (ANOVA) a duseguita dal post-hoc test Bonferroni.

*P < 0.05 vs. controlli. #P < 0.05 vs. NPS.

Figura 25: Effetto di SHA 68 sulla stimolazione whetattica dei monociti indotta da
fMLP o NPS.
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| dati sono espressi come media di 5 esperimeftiStM., analizzati utilizzano per ogni
antagonista, lI'analisi della varianza (ANOVA) a dui e seguita dal post-hoc test
Bonferroni.

*P < 0.05 vs. controlli. #P < 0.05 vs. NPS.
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Figura 26: Effetti degli antagonisti peptidici emgpeptidici sulla fagocitosi di monociti
umani indotta da fMLP o NPS.
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| dati sono espressi come percentuale di cellupddanti di 5 esperimenti separati,
I'analisi della varianza (ANOVA) a due vie e seg@uital Bonferroni post hoc test.

* P <0.05 vs controlli. #7 <0.05 vs NPS. Per maggiore sintesi i risultati sciti
raggruppati nella stessa Figura.
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5 DISCUSSIONE

5.1 Effetti antinocicettivi di somministrazioni iatecali di agonisti del recettore della
Nocicettina/Orfanina FQ, mediante l'utilizzo destalel tail flick.

Nello studio relativo a questa prima area temaaiglaiamo riprodotto una tecnica, da noi
validata, per le somministrazioni spinali che paven catetere intratecale utilizzando la
morfina come farmaco di riferimento e confermangler, questa sostanza, i risultati ormai
consolidati da tempo sul fatto che gli oppiacei Igano un ruolo cruciale nella
modulazione del dolore anche a livello spinale (aki999). Il test del tail flick si avvale
di una sorgente di calore radiante che, applichtacada dell’animale ne provoca uno
spostamento laterale breve ma vigoroso. Si tratiandiflesso spinale che coinvolge le
fibre C e risulta soggetto a controllo anche daepdr strutture sopraspinali (Le Bars et al.
2001). Abbiamo quindi scelto il test del tail flichk quanto si basa su una fonte di calore
radiante essendo specifico per valutare la modutaziella trasmissione dolorosa a livello
spinale. Questo determina una minore possibilitadidergenze, a livello dei risultati
sperimentali, dovute alla natura dello stimolo moapplicato; inoltre il test da noi scelto &
quello pit comunemente citato negli studi riguatdati effetti antinocettivi spinali in
quanto puo essere utilizzato con facilita e risskasibile anche agli analgesici di tipo
oppioide. E possibile infatti che la modulazionedifferenti tipologie di dolore possa
essere ascritta a circuiti neurochimici distintiqdil et al. 1996b, 1999).

Le nostre evidenze sperimentali sugli effetti, pex intratecale, della nocicettina quale
agonista endogeno sono in linea con la maggiorepdé risultati che indicano un
predominante effetto inibitorio di questa a livedipinale. Abbiamo infatti dimostrato che
la dose piu elevata di nocicettina (100 nmoli/ratt) risulta essere analgesica in tutto il
periodo considerato (2 ore) ed equiefficace cotolse di morfina di 3 nmoli/ratto. Questo
dato é stato evinto dal confronto delle aree datturva di nocicettina e morfina alle varie
dosi utilizzate. | nostri esperimenti preliminam iacuto, con l'utilizzo del catetere
intratecale, hanno avuto l'obiettivo di selezionare dose di nocicettina consona per poi
procedere, in futuro, a trattamenti cronici corsémpo di valutare una possibile tolleranza
all'effetto antinocicettivo di questo peptide nelnpo, in confronto con I'oppiaceo di
riferimento (morfina) e con analoghi di sintesi differiscano in potenza ed efficacia.

Inoltre la nocicettina presenta effetti differemstul dolore se somministrata a livello
intratecale, ove mostra un chiaro effetto antineitico dose-dipendente oppure a livello
intracerebroventricolare ove risulta inefficacedr se. Questi risultati sono in accordo con
altri che indicano come ilsignaling della nocicettina abbia azioni opposte a livello
spinale o sopraspinale risultando quest’'ultima powcettiva o inefficace nel cervello e
antinocicettiva nel midollo spinale (come rassegregli: Mogil e Pasternak, 2001,
Zeilhofer e Calo, 2003). Queste evidenze sono stgegoanche da studi su animali knock
out che dimostrano come sia gli effetti pronocieettopraspinali che quelli antinocicettivi
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spinali, prodotti dalla nocicettina, non risultgoia evidenti nei topi NOP (-/-) (Nishi et al.
1997; Rizzi et al. 2002).

L’azione analgesica della N/OFQ nel midollo spinpi® essere dovuta ad un’inibizione
diretta della trasmissione nocicettiva, azione lgiraiquella degli oppioidi classici. D’altra
parte le vie di trasmissione sopraspinali sembrasgere organizzate in modo tale che
composto come la N/OFQ che produce ubiquitariament inibizione cellulare agira
contrapponendosi all’analgesia oppioide. | risultilla presente tesi confermano i dati
presenti in letteratura sulla complessita dellazieini tra il sistema nocicettina — recettore
NOP e la trasmissione nocicettiva. | nostri ridillfaanno confermato e ampliato le
conoscenze sul coinvolgimento del sistema nocizette del suo recettore nella
modulazione del dolore. Cio ci ha suggerito di gat@ nuovi ligandi per il recettore NOP,
in particolare I'antagonista UFP-112, come compastoovativo nel trattamento del
dolore. Infatti il trattamento del dolore di elexamtensita si basa in maniera preponderante
sull'utilizzo di analgesici oppioidi, la maggior pa dei quali agiscono attraverso i recettori
oppioidergiciu (MOP). Oltre all’azione analgesica, la morfinaltei analgesici producono
una varieta di effetti collaterali inclusa inibin@ della motilitd gastrointestinale,
depressione respiratoria, tolleranza e dipendesiaf che spesso limitano il loro utilizzo
nel trattamento antalgico.

A questo scopo, all'Universita degli Studi di Fear@ stato sintetizzato il peptide UFP-112
che presenta attivita agonista per NOP. E sequisaid caratterizzaziofe vitro edin vivo

su modelli animali di topo. In particolare e statmalizzato I'effetto sulla nocicezione di
UFP-112 mediantetdil withdrawal test’, sia dopo somministrazioni i.c.v. che i.t. in un
intervallo di dosi da 1 a 100 pmoli/topo, confermanl suo ruolo analgesico (Rizzi et al.
2007).

Sulla base di questi studi, un ulteriore obbiettiled presente lavoro di ricerca e
stato valutare gli effetti di UFP-112 sulla nocime® nel ratto dopo somministrazioni i.t.,
attraverso lo studio degli effetti comportameni@dl suddetto composto in ambito di
modulazione del dolore a livello spinale. 1l susmesdella messa a punto della
cateterizzazione spinale ci ha permesso di valltefietto del composto peptidico, di
sintesi, UFP-112 nel ratto, per un’analisi in acutblizzando il test del tail flick, la cui
validita nell’analgesia spinale € stata precedeatgendescritta.

Grazie agli esperimenti condotti abbiamo verificgier la prima volta, gli effetti
analgesici dati dall’attivita NOP agonista del paptUFP-112 che mostra un’efficacia non
inferiore alla morfina, farmaco di riferimento. &tfi, dai dati delle curve dose-effetto di
UFP-112, si evince come la dose di 5 nmoli possiedfattivita analgesica analoga a
quella indotta dalla morfina alla dose di 10 nmadliFP-112 mima quindi I'azione
antinocicettiva di NJOFQ ma con potenza maggiodingostra un effetto piu duraturo nel

tempo, simile all’'analgesico di riferimento. Quessultati sono un valido strumento per
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selezionare la dose dei farmaci per un futuro studcronico, con I'obbiettivo di valutare
lo sviluppo 0 meno di possibili effetti di tollerzan all’analgesia di questo peptide.

UFP-112 e un peptide in fase di sperimentazionelipiea; non €& percio possibile
somministrarlo per via sistemica, pena la sua imataddegradazione ad opera delle
proteasi e peptidasi presenti nell'organismo. Seitiaro questo farmaco si dimostrasse un
potente analgesico, scevro dagli effetti collatetipici degli altri analgesici oppioidi, si
procedera alla ricerca e sintesi di analoghi norptigei con possibilita di
somministrazione sistemica utilizzabile in clini€io permettera un approccio innovativo
legato a questi composti che hanno dimostrato eguato profilo farmacologico. Il nostro
obiettivo futuro consistera nella somministrazioenenica della sostanza; dal momento che
il parametro limitante a tutt'’oggi € costituito Bapersistenza dell'intervento di impianto
del catetere il prossimo passo sara quello di atiane la metodica di cateterizzazione
negli animali, rendendo possibile il mantenimento @hteteri per un periodo di tempo piu
lungo. Uno dei possibili miglioramenti potrebbe eres quello di sostituire alla
somministrazione manuale del farmaco una contimamite I'utilizzo di mini-pompe
osmotiche installate sotto cute. Il sistema intézmato impedisce I'accidentale uscita del
catetere dovuta alla manipolazione quotidiana datepadell’operatore per la
somministrazione cronica.

L’obiettivo finale & quello di arrivare ad ottenare composto utilizzabile in clinica per la
terapia del dolore cronico di media/elevata int@nspossibilmente privo di effetti di
tolleranza.

In conclusione il presente esperimento confermal’atievazione selettiva a livello
spinale del recettore NOP esercita una chiara azainocicettiva in modelli animali di
roditori. Questi studi, insieme alle osservazicegldeffetti di agonisti per NOP, in modelli
animali di primati non umani, suggeriscono che agorselettivi per NOP, potranno
costituire una innovativa classe di analgesicivallb spinale (Ko et al. 2006, Ko et al.
2009).

5.2 Antagonismo funzionale tra Nocicettina/Orfanif® e il Fattore di Rilascio delle
Corticotropine in condizioni legate a stati di aasnel ratto: coinvolgimento del sistema
serotoninergico.

Precedenti risultati comportamentali hanno dimdstuen’interazione funzionale fra CRF e
il sistema N/OFQ — NOP; in particolare, N/JOFQ egmado di antagonizzare gli effetti
indotti da CRF come quelli anoresizzanti in modahimali di ratto (Ciccocioppo et al.
2001). Il nostro studio e i risultati prodotti alm@no questa ipotesi ed estendono questo
rapporto funzionale fra CRF e N/OFQ a condiziogjake all'ansia. CRF puo ridurre il
rilascio del peptide endogeno N/OFQ, fenomeno dmporta un immediato aumento di
espressione di NOP sulla superficie dei neuroni-piosptici. || meccanismo alla base del
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controllo di CRF sull’'espressione di NOP non é aadeen chiaro. Si potrebbe ricondurre
tale controllo di espressione, a livello dellmRNb&r NOP (Zavieri et al. 2006; Ito et al.
2000), oppure ad un meccanismo compensatorio dahateiduzione del ligando N/OFQ
rilasciato per inibizione del CRF e conseguenteenimdi NOP nei neuroni post-sinaptici
per incrementare le possibilita di legame a basseentrazioni di N/OFQ libera (Rodi et
al. 2008). Secondo questa ipotesi, CRF potrebbe agime antagonista funzionale del
sistema N/OFQ — NOP (Rodi et al. 2008). E’ ben radte CRF viene rilasciato durante le
situazioni di stress e che i suoi recettori sorpresssi in differenti aree cerebrali, attraverso
i quali CRF e in grado di mediare gli effetti arggaici in queste regioni (Sahuque et al.
2006). Inoltre esistono numerosi evidenze speriateahe dimostrano un ruolo di “anti-
stress” di differenti antagonisti per il recettalieCRF. 1l nostro studio ha confermato che
iniezioni i.c.v. di CRF inducono effetti ansiogenic due test comportamentali: CDB ed
EPM, come descritto precedentemente, cosi comecoaho gli effetti ansiolitici indotti
da somministrazioni i.c.v. di N/OFQ in modelli arilndi ratto nei medesimi test
comportamentali (ref Vitale et al. 2008(?).

La maggior parte dei farmaci antidepressivi attwadte per uso clinico condividono
meccanismi d’azione simili, agendo in ultima is@anmediante un incremento dei livelli di
monoamine nello spazio sinaptico (Nutt, 2005). Eats dimostrato che UFP-101,
antagonista selettivo del recettore NOP, contrabiaibizione pre-sinaptica di
noradrenalina (Marti et al. 2003) e di 5-HT (Catd@k 2002) indotta da somministrazione
di N/OFQ in preparati corticali e previene l'ipetpezzazione, mediata dai canali del,K
provocata dalla N/OFQ nel nucleo del rafe dors@av{oli et al. 2004).

Molto poco e invece presente in letteratura rigaaad possibili meccanismi alla
base dell'effetto ansiolitico indotto da sommiragioni di N/OFQ. Studi in vitro
dimostrano che N/OFQ e un potente inibitore delsdlo di numerosi neurotrasmettitori,
inclusa la 5-HT (Schlicker e Morari, 2000) che g@oan ruolo chiave nel controllo
dell'ansia e della paura (Millan 2003). Inoltre glgonisti per il recettore 5-HI e gli
inibitori selettivi della ricaptazione di 5-HT sof@rgamente utilizzati come farmaci per il
trattamento clinicodi stati di ansia (Nutt 2005)ndJ stretta relazione fra il sistema
serotoninergico e N/OFQ-ergico viene inoltre suggesulla base di altre osservazioni: Le
Maitre et al (2005) riportano che NOP sono locaitzzsui neuroni serotoninergici dei
nuclei del rafe dorsale; inoltre, basse dosi di NJOincrementano il turnover di 5-HT
nell'ippocampo (Kamei et al. 2004) cosi come ildalo farmacologico dei recettori 5-k
con gli antagonisti previene gli effetti ansiolitindotti da N/OFQ (Kamei et al. 2004).
Sulla base di queste evidenze e possibile ipoizzhe gli effetti di N/OFQ sull'ansia
possono dipendere dall’abilita di questo sistenatigergico di modulare le vie endogene
del sistema serotoninergico.

| nostri risultati sperimentali hanno, infatti, éemmato che CRF e N/OFQ sono in grado di

modulare, in maniera area-dipendente, il sistenrat@@nergico e, in particolare, il
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turnover di 5-HT e le caratteristiche dei recet®H T1a. Tali modificazioni sono annullate
dalla co-somministrazione dei due composti dimostoacosi un antagonismo anche nei
parametri biochimici analizzati.

5.3 Neuropeptide S stimola la chemiotassi e la dagsi di monociti umani attivando il
suo recettore (NPSR).

Quest'ultima area di ricerca si caratterizza peerasonfermato la presenza di NPSR
funzionali sulla superficie delle cellule monoditec umane. Inoltre abbiamo dimostrato
I'effettivo ruolo chiave di NPS come modulatore lddaiisposta immunitaria umana. Si e
evidenziato il ruolo funzionale di NPS nei meccaniigli difesa primari che normalmente
'organismo umano attiva in caso di invasione di antigene esterno, ovvero la
chemiotassi e la fagocitosi. In particolar modobiaimo studiato I'effetto di NPS sui
principali effettori della chemiotassi e della fagosi: i monociti. La chemiotassi e la
fagocitosi mediate dai monociti umani, rappresemtignprime risposte dell’organismo in
condizioni di invasione e inflammazione; e infaltiparticolare importanza richiamare sul
sito di invasione le cellule del sistema immunagamediante il fenomeno di chemiotassi
che prevede il movimento di monociti verso una zore ben precisa secondo un
gradiente chimico. Successivamente la fagocitogvgde il contatto fra i recettori
superficiali dei monociti con gli antigeni dell’agle patogeno, il riconoscimento del
patogeno comerfon-self da parte del monocita, la sua internalizzaziowkgestione. Con
guesto studio, abbiamo potuto evidenziare un rublonodulatore del sistema NPS —
NPSR, all'interno di questi meccanismi difensivi.

Abbiamo quindi dimostrato che NPS e un agente obkattico per i monociti umani.
Questo effetto € mediato dall’attivazione del seettore, NPSR, studiato secondo i criteri
di farmacologia classica, utilizzando antagonistetivi. Come agente pro-inflammatorio
standard é stato usato il peptide fMLP che, medididttivazione del suo recettore
specifico accoppiato a proteina G, attiva diversgpaste funzionali, compresa la
chemiotassi (Le et al. 2002). In linea con i precgdstudi (Fine et al. 2001), anche i nostri
dati confermano che fMLP agisce da potente stimodatiella migrazione dei monociti
umani.

Inoltre abbiamo potuto dimostrare che NPS induceHamiotassi dei monociti
umani in modo concentrazione dipendente, in unniat® di concentrazioni da noi
analizzate da I M a 10° M. Come gid descritto precedentemente, la curva
concentrazione — risposta di NPS e incompleta;gsempio non € stato determinato |l
valore di massimo effetto.kx questo potrebbe spiegare la curva non a campserauta
nel nostro intervallo di concentrazioni. La podsitépiegazione della bassa potenza di
NPS alle condizioni sperimentali non e facile. Stanpero che la significativita statistica
dell'effetto chemiotattico indotto dal peptide rien nellordine di grandezza di
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concentrazioni nanomolari, e questa evidenza éngalcon diversi studn vitro sugli
effetti prodotti da NPS (Pulkkinen et al. 2006; 8oran et al. 2010).

Pulkkinen et al. (2006), hanno infatti dimostrat d¢apacita di NPS di attivare la
chemiotassi di linee macrofagiche murine, poichéSNPin grado di ridurne I'adesione
cellulare e aumentarne la mobilita. Tuttavia isgibile potenziale chemiotattico di NPS su
monociti umani non era stato ancora studiato @skno studio & percio il primo in questo
ambito.

Studi precedenti hanno dimostrato la presenzaatsdttore NPSR sulla superficie delle
cellule del sistema immunitario e I'espressionepdee di queste ultime del ligando NPS
(Yao et al. 2011). Per esempio, in pazienti affdti patologie con una componente
inflammatoria intestinale NPSR e presente sullaedigie delle cellule effettrici della
risposta inflammatoria come monociti e linfocitpitre, la sua espressione aumenta dopo
I'attivazione delle stesse tipologie cellulari (Di#ato et al. 2007; Sundman et al. 2010). In
cellule umane del sangue e di espettorato, mohmeitrofagi e eosinofili sono stati
identificati come positivi a NPSR (Pulkkinen et &006). E' stato precedentemente
dimostrato, utilizzando metodi che valutano I'adesi dei macrofagi su una matrice di
fibronectina marcata in fluorescenza, che NPBM(L e in grado di incrementare la
migrazione; inoltre stimola la fagocitosi Bischerichia Colimarcati in fluorescenza, di
linee cellulari macrofagiche di topo RAW 264.7 (Rahen et al. 2006). Altri studi hanno
inoltre riportato un picco nell’espressione basdildNPSR in cellule epiteliali di diversi
organi e tessuti (inclusi I'intestino tenue e cedse un incremento di espressione di NPSR
durante I'inflammazione come, ad esempio, in candizdi inflammazione intestinale e di
asma (Camilleri et al. 2010).

Abbiamo infine, utilizzato antagonisti selettivi rpeIPSR per dimostrare che I'effetto
chemiotattico di NPS & mediato da un’attivazioretsea di NPSR. | nostri dati mostrano
che SHA 68 ha una maggiore potenza se comparatdB&@ys(Bu)’]NPS o [Bu-d-
Gly’]NPS. Questa sua maggiore potenza & in linea dsnlfati ottenuti anche dagli studi
di mobilitazione del Cd, come messaggero intracellulare dipendente dataione di
NPSR; tali saggi sono stati effettuati con recett@ombinati NPSR su cellule di topo
(Guerrini et al. 2010) e ratto (Ruzza et al. 2012).

Nello studio che abbiamo condotto in collaboraziaoe I'Universita di Ferrara
(Ruzza et al. 2012) & inoltre dimostrato cfu{d- GIyJNPS possiede una potenza
d’azione maggiore rispetto all’altro antagonistatjsico [D-Cys{Bu)’]NPS sia in studin
vitro in analisi di mobilitazione del Ghintracellulare chén vivo nei test di EPM e CDB
nel ratto. Tuttavia, viste anche le differenze elebndizioni sperimentali, tali diversita di
potenza non sono state riscontrate sulla capacitailmizione chemiotattica di questi
composti. E’ stato invece osservato che i due amiag peptidici, sono capaci di bloccare
I'effetto chemiotattico indotto da NPS alla solancentrazione di I® M, la piu alta

utilizzata. E’ molto difficile dare una spiegaziosel mancato effetto inibitorio dato dagli
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antagonisti alla concentrazione™LM sull’agonista NPS, utilizzato alla concentraziadi
107 M; una possibile causa potrebbe essere data ltalbensita recettoriale di NPSR,
espresso sulla superficie dei monociti umani. Disgguenza si osserva un’inibizione
significativa della migrazione solo ad alte concarnbni utilizzate di antagonisti. E’
inoltre degno di nota osservare come SHA 68 masite, concentrazione utilizzata di 10
M, attivita di antagonista relativamente piu elevae confrontata con le altre attivita
vitro studiate su SHA 68 (Ruzza et al. 2010).

Rispetto agli studi condotti sul ruolo fisiopatolog di NPS nell'infammazione, i
nostri dati suggeriscono che i processi infammajossono essere sostenuti dal
reclutamento di monociti/macrofagi causato, anchparte, dall'incremento dei livelli di
NPS. Altri studi ipotizzano che un coinvolgimentel dguadagno di funzioneg@in-of-
function) del fenotipo della variante recettoriale NPSR A$)Y Iso e associato ad un
incremento intrinseco dell’efficacia di NPS, commastrato da studn vitro in differenti
linee cellulari (Bernier et al. 2006). Inoltre, gtee isoforma recettoriale e associata ad un
incremento della suscettibilita al’asma e ad attadattie gastrointestinali con componente
inflammatoria (Quattrini et al. 2004). Per esemmalla pelle i neuropeptidi agiscono
come mediatori dell’asse neuroimmunitario, in meaaolocrino, paracrino e in alcuni casi
autocrino: essi vengono rilasciati dalle fibre mes® sensoriali 0 autonome durante le fasi
inflammatorie (Pradhan et al. 2009). | neuropeptidme NPS possono essere secreti
neuronalmente e modulare poi la risposta infamnmeatecome accade in patologie come
asma, l'artrite e le sindromi dolorose (Brack eirgt2003). Inoltre, espressioni elevate di
NPSR sono state ritrovate in cervello di topo estmeha suggerito che NPSR puo
contribuire al fenotipo inflammatorio mediato da aoa@nismi neuronali (Pietra set al.
2011). Il sistema NPS — NPSR puo0 quindi giocareuato fondamentale nella regolazione
delle vie che mettono in stretta relazione il sisenervoso ed una risposta immunitaria. |
nostri studi sugli antagonisti per NPSR, dimostrai@ la risposta chemiotattica dei
monociti umani, € mediata dall’attivazione di NPSRsso. Questo suggerisce che il
blocco di NPSR in cellule immunitarie potrebbe esaga strategia per ridurre lo stato
inflammatorio che caratterizza le patologie menatern precedenza.

L’effetto di NPS sulla fagocitosi e la produzioniecdochine pro-inflammatorie da
parte di macrofagi in modello animale di suino,t&a esaminata da Yao et al. (2011).
Anche in questo modello, I'incubazione con NPS enwenta la fagocitosi da parte dei
macrofagi, suggerendo che NPS potrebbe essere adogdi mediare una risposta
immunitaria di tipo non-specifico. In questo stuydimltre, viene sottolineato che NPS, se
somministrato da solo, non e in grado di indurreriaduzione di differenti citochine, ma
in presenza di LPS, ne aumenta la produzione (Maal.e2011). La fagocitosi e la
produzione di molecole pro-inflammatorie sono dupartanti meccanismi alla base della
risposta macrofagica nei confronti di un invasiatieagenti patogeni nell’organismo
ospite. | nostri risultati suggeriscono come NPSspopromuovere sia la fagocitosi che la
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chemiotassi facilitando la risposta immunitaria I'eBiinazione della fonte di
inflammazione in tempi brevi e nel ripristino detiendizioni fisiologiche dell’organismo.
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6 CONCLUSIONI E PROSPETTIVE FUTURE

Grazie alla tecnica di farmacologia inversa, altategia del recettore orfano e all’'utilizzo
dei GPCR come bersagli molecolari, a partire daandeigli anni '90, la ricerca di nuovi
neuropeptidi ha subito una drastica accelerazibaeallora circa 15 famiglie di nuovi
neuropeptidi sono state scoperte e si € dimost@twe ognuna di queste sia in grado di
regolare svariate risposte fisiologiche. E’ diento il ruolo decisivo che molti dei nuovi
neuropeptidi scoperti hanno assunto per aiutare ompmendere alcune risposte
dell'organismo non del tutto chiarite. In partio@al’importanza dei neuropetidi nella
ricerca su SNC e sistemi periferici € fondamentdlepresente lavoro ne €& una
testimonianza poiché, pur prendendo in esame sgoststemi peptidici di interesse, ne
sottolinea un ruolo come modulatori delle funzioantrali e periferiche indagate.

Possiamo affermare che i peptidi hanno funziorerfiente regolate ma distinte; si puo
cosi ipotizzare che essi non siano utilizzati coeme@nte in normali circostanze ma che
giochino un loro ruolo quando il sistema nervosocarcando di adattarsi a diversi tipi di
sfide/minacce. Infatti, la soppressione di un gpeeun peptide potrebbe avere un effetto
non evidenziabile: cido € interpretabile come dimembne dell’esistenza di sistemi
compensatori alla base di funzioni comportamentaportanti (quali locomozione,
disordini dell'umore e nocicezione). In questo modpeptidi potrebbero rappresentare il
“linguaggio” del sistema nervoso se viene stresslaltre, i nostri risultati indicano il
coinvolgimento di questi sistemi peptidergici anaheeriferia e, in particolare, a livello
del sistema immunitario e nei meccanismi alla lsdEinfiammazione.

Esistono, infatti, numerose patologie che hanno agmponente inflammatoria la
quale, se presente per lungi periodi di tempo,grtérminare lo sviluppo di effetti avversi,
nocivi e dannosi all’organismo. Inoltre, e statéuaga studiata e dimostrata una stretta
relazione fra il sistema immunitario e lo svilupuld patologie del SNC. Poiché i
neuropeptidi risultano avere un ruolo come modulaanolecole segnale per entrambi i
sistemi, abbiamo bisogno di nuovi strumenti pedistte questi sistemi recettoriali, al fine
di capirne le funzioni biologiche effettive. A téhe si utilizzano antagonisti sintetici,
specifici per il sistema recettoriale oggetto didsb che possano essere somministrati in
acuto. Fortunatamente, i neuropeptidi agiscono BCIS che sono le proteine piu versatili
per quanto riguarda il campo delle scoperte farmogiche. | risultati ottenuti dai diversi
gruppi che collaborano sui progetti di ricerca naali e internazionali, compreso il nostro,
hanno confermato come i sistemi NJOFQ — NOP e NRPSR siano in grado di regolare
diverse funzioni biologiche sia centrali che perdiee. L'utilizzo di ligandi di sintesi con
funzioni agonista e antagonista (di natura prevataente peptidica) dei suddetti recettori
ha fortemente influenzato la comprensione della lapdulazione. La disponibilita di tali
composti e risultata possibile grazie alle competendei nostri collaboratori
dell'Universita di Ferrara, Prof. Remo Guerrini eotD Girolamo Calo, che hanno
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sintetizzato e caratterizzaito vitro diversi ligandi di entrambi i sistemi, da noi p@ilutati
dal punto di vista comportamentale e biomolecoldrimite dei peptidi € dato dal fatto
che essi non possono essere somministrati oralndahtemomento che vengono distrutti
dalla digestione. Percio, la sfida principale éclastruzione di ligandi del recettore
peptidergico che resistano alla degradazione ezatdh dalle peptidasi e che possano
passare la barriera ematoencefalica (BEE). Quspttta rappresentano problemi concreti
nel tentativo di utilizzare la modulazione dei madsmi peptidergici per fini terapeutici.
D’altro canto ad esempio, nel sistema N/OFQ — NQG#®mposti non peptidici
forniti sono risultati efficaci solo in alcune camini patologiche (Parkinson, epilessia)
ma inefficaci in condizioni meno alterate qualiess e ansia. Questo potrebbe essere
motivato dalla diversa struttura dei composti nogptlici che, non possedendo la
flessibilita strutturale di quelli peptidici, possm subire alterazioni nell'interazione
ligando-recettore. Risulta comunque indispensalailgicerca di agonisti e soprattutto
antagonisti non peptidici in grado di attraversard8EE da somministrare anche per via
sistemica per poter successivamente passare dapstatinici a trial di tipo clinico. Le
mie ricerche hanno confermato evidenze sperimediadltri studi sul coinvolgimento
centrale e periferico dei sistemi NJOFQ — NOP e NPSPSR a livello recettoriale nei
campi di studio da me indagati e hanno, inoltrenifo risultati preliminari e originali su
alcune funzioni modulate dagli stessi. In conclosioi recettori NOP e NPSR possono
rappresentare utili candidati per lo sviluppo dowel terapie relative ad ansia, nocicezione
e nei processi di chemiotassi e fagocitosi.
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