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I. RIASSUNTO

Ecstasy € il nome comune della 3,4-metilendiossinfetamina
(MDMA). Si tratta di un derivato dell’anfetaminaistturalmente correlato alla
mescalina. Gli effetti inducono psicostimolazioraducinazioni, e, a lungo
termine, effetti neuropsichiatrici come psicosi epkssioni. La sostanza fu
brevettata in Germania da Merk nel 1914 (ShulgB90) come soppressore
dell'appetito, ma non fu mai immessa sul mercatacc8ssivamente rimase
sconosciuto ed inutilizzato per molti anni finchénndivenne la droga piu
popolare dei rave party, feste in cui si ballaveofall’alba, molto popolari
negli anni ottanta e novanta. | piacevoli effetbmportamentali, che
comprendono aumento dell’empatia, riduzione delssedi ansia e perdita
delle inibizioni, associati con I'apparente scargii effetti collaterali, hanno
portato all'affermazione dell'ecstasy come drogagazionale (Morton, 2005).

L'MDMA interferisce con le funzioni del sistema meso centrale e
periferico, agendo principalmente sul sistema seegico (Lyles e Cadet,
2003). La sostanza possiede proprieta simpaticoetiche (Seiden e Sabol,
1996) e pud modulare la funzione psicomotoria ergendocrina. L'azione
del’lMDMA sul sistema nervoso centrale € complespajché colpisce
principalmente le vie serotonergiche ma pud colpaeche le vie di
trasmissione dopaminergiche e noradrenergiche (WMpr2005). La sua
tossicita si attua mediante il legame con i tresgoatatori presinaptici delle
monoamine, con affinita piu elevata per i trasgortadella serotonina. Agisce,
inoltre, come un agonista monoaminergico indireliggandosi a diversi

recettori classici, con affinita piu elevata peecettoriaz-adrenergici, 5-HT



serotonergici, M-1 muscarinici e H-1 per listamimaaffinita piu bassa, per i
recettori muscarinici M-2q, e B-adrenergici, 5-HT serotonergici ed i recettori
D1 e D2 dopaminergici (Green et al., 2003). Ci sonportanti differenze tra
le varie specie animali in merito alla sensibilaéd MDMA. Nei topi, a
differenza di quanto avviene in ratti e primati,cun gli effetti sono per lo piu
limitati ai neuroni serotonergici, MDMA sembra co principalmente il
sistema dopaminergico nigrostriatale determinando rapido rilascio di
dopamina (DA) dal tessuto cerebrale (Colado e28D4).

E stato proposto che gli agenti causali della deggzione a lungo
termine indotta da MDMA siano i suoi metaboliti ajpenerano radicali liberi,
associati con stress ossidativo e danneggiameti® membrane (Colado et
al., 1993; Paris e Cunnigham, 1992). | metabodéti MDMA generano specie
reattive attraverso cicli redox. Queste specietix@apotrebbero causare danno
ossidativo alle proteine ed ai lipidi che comporyd® terminazioni nervose.
Inoltre i catecoli, gli idrochinoni ed i chinoni rao incontro a spontanea
ossidazione utilizzando idrogeno e generando sspEl® e perossido di
idrogeno che portano a perossidazione lipidica eneggiamento delle
terminazioni serotonergiche. Queste osservaziaro sostenute dal fatto che il
trattamento con scavenger dei radicali liberi pFaeila neurotossicita indotta
da MDMA (Colado et al., 1995).

Gli studi di neurotossicita da MDMA si sono focakii quasi esclusivamente
sui gangli della base (sul sistema nigro-striajad)ogni modo I'evidenza che
'MDMA induce anomalie elettroencefalografiche (Bak et al., 1999;
Gamma et al.,, 2000) e danneggiamento cognitivoiedeh I'analisi del

potenziale coinvolgimento di aree cerebrali divedseé gangli della base. |



nostri studi hanno dimostrato un maggior coinvolgmo del sistema limbico
rispetto ai gangli della base. Il ruolo del sistelimbico appare importante in
guanto si tratta di un’area coinvolta nella memaiaelle attivita cognitive.

Infatti i consumatori di MDMA hanno difficolta nelodificare informazioni di

memoria a lungo termine, difficolta nellapprendm@ verbale, sono piu
facilmente distratti e sono meno efficienti nel centrarsi durante prove
complesse. Il livello di danno € in relazione ak&verita dell’'uso (Lundqvist,
2005).

Le immagini di risonanza magnetica funzionaleaggetti umani facenti
uso di MDMA evidenziano delle differenze rispetts@ggetti di controllo in
un test di associazioni viso-professione per la or@mepisodica, ed in
particolare i consumatori di MDMA, presentano Redizione di un’area piu
ristretta nell'ippocampo sinistro rispetto ai catiir(Daumann et al., 2005).
Inoltre i consumatori di MDMA, con tempi di reaz®mpiu prolungati nei test
di attenzione, non riescono ad attivare in maneranale I'ippocampo nei test
di memoria verbale (Jacobsen et al., 2004).

Inizialmente i disturbi mnemonici e cognitivi sostati attribuiti al fatto
che 'MDMA danneggia i neuroni serotonergici (Mc@agt al., 1998; Semple
et al., 1999; Reneman et al., 2001) tuttavia laibdi&a di un danno diretto per
i neuroni dell'ippocampo non € stata mai indagatananiera specifica. Solo
recentemente e stato visto nel topo che dosi tipedu MDMA producono
stress ossidativo, rottura del DNA a singolo e dopamento, e cambiamenti
metabolici di lunga durata nell'ippocampo, asséci@in suscettibilita ad
attacchi convulsivi limbici (Frenzilli et al., 2007 | cambiamenti

elettroencefalografici indotti nel topo da MDMA spbroerenti con I'aumento



dell'eccitabilita limbica (Giorgi et al., 2005). Necomplesso questi dati
suggeriscono che il sistema limbico, e con esgpdcampo, potrebbe essere
un’area cerebrale preferenziale per I'azione nessita dellMDMA. In altri
termini, i neuroni appartenenti al sistema limbjpotrebbero rappresentare
bersagli primariamente colpiti da questa droga.

Nelluomo le malattie neurodegenerative caratiaie da deficit
cognitivo portano ad alterazioni strutturali dgdi®teine del citoscheletro ed in
particolare dei microtubulil microtubuli sono coinvolti nel mantenimento
della corretta polarita cellulare e nel trasporssomale (Buéet al., 2000).
Probabilmente le proteine associate ai microtud®Ps) sono le principal
responsabili del mantenimento di tali funzioni. Tr@este proteine la proteina
tau appartenente al gruppo delle MAPs € localizgetecipalmente nell’assone
(Leger et al., 1994); essa gioca un ruolo fondaalemntell’assemblaggio dei
monomeri di tubulina in microtubuli, nel mantenin@rdella struttura dei
microtubuli (Alonso et al., 2001), e nella costarg di legami tra microtubuli
ed altri componenti citoscheletrici o proteine (Bugt al., 2000). In vivo, tau
induce la costruzione e la stabilizzazione dei atidouli cellulari, promuove la
crescita assonale e stabilisce e mantiene la tapetarita cellulare (Leger et
al., 1994)

Nella malattia di Alzheimer ed in altre patologieurodegenerative le
proteine tau si aggregano in filamenti dritti ed@mpiati ad elica (Sergeant et
al., 2005), col progredire della patologia le filerisi associano tra di loro a
formare delle dense reti di filamenti interconndsaidi loro che prendono il
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neurofibrillari € correlata con la severita delenmenza (Arriagada et al., 1992;
Flament et al., 1990).

Una serie di studi hanno evidenziato la presenzalavati livelli di
fosforilazione nei filamenti accoppiati ad elica principale forma di tau
filamentosa presente nella malattia di Alzheimedjdgando cosi un importante
ruolo della fosforilazione nello sviluppo dei grglrineurofibrillari (Sergeant et
al., 2005; Buée et al.,, 2005; Lee et al.,, 2001). effetti I'isoforma
iperfosforilata di tau non si lega alla tubulina maibisce in vitro
'assemblaggio dei microtubuli e distrugge i mictoali preformati,
sequestrando la tau normale e le proteine ad el@eso molecolare associate
ai microtubuli (MAPS) (Alonso et al., 1994) portandlla destabilizzazione dei
microtubuli stessi (Bramblett et al., 1993; Bieredtal., 1993) e alterando |l
trasporto assonale (Stamer et al., 2002; Mandekoal., 2004). L’anormale
iperfosforilazione di tau, tramite tali meccanisrognduce a degenerazione,
formazione di grovigli neurofibrillari e demenzalpkl et al., 2005).

L’iperfosforilazione di tau sembra essere conatall sia a livello
dell’enzima che a livello del substrato (Igbal &t 2005). La regolazione a
livello dell’enzima avviene per attivazione di ungiu chinasi e si riduce per
attivazione di una o piu fosfatasi. Sono stati tdigati piu di 25 siti differenti
nei quali tau puo essere fosforilata da diversdeprochinasi (Igbal et al.,
2005). Si crede che i due principali enzimi coitivakll'iperfosforilazione di
tau siano la chinasi ciclina-dipendente 5 (Cdkt glicogeno sintetasi chinasi
3B (GSK-33), due chinasi serinal/treonina dipendenti (Hangealg 1992;
Ishiguro et al., 1992; Mandelkow et al., 1992; Rdudt al.,, 1993). La

regolazione a livello del substrato avviene ad apizlla struttura di tau, in



particolare si e visto che isoforme di tau con thserti amino-terminali sono
maggiormente suscettibili alla fosforilazione dartpadi Cdk5 seguita da
fosforilazione da parte di GSKB3Sengupta et al., 1997). Infatti delle proteine
tau si conoscono diverse isoforme ottenute dallecisg alternativo di 11
esoni nel cromosoma 17 (17921). Le isoforme deksia nervoso centrale
sono prodotte dallo splicing dell’'esone 2, 3 e diesto produce sei isoforme
di tau in un range che va da 352 a 441 aminodcéiariabilita e in relazione
sia con la porzione carbossi-terminale sia con lgugmnino-terminale della
molecola.

Dickkopf-1 € una glicoproteina secreta che agisome antagonista
selettivo della via canonica di Wnt interagendo d¢eripoproteine a bassa
densita legate ai recettori LRP 5/6, che sono anchecettori delle
glicoproteine Wnt. Nella “via canonica” di Wnt queglicoproteine si legano
ad un gruppo di recettori noti come “Frizzled redoey’ ed “LRP5/6”
promuovendo una cascata di eventi intracellulagi iclibiscono l'attivita della
glicogeno sintetasi chinasi 3 (GSK-3) e che quindi prevengono la
fosforilazione, ubiquitinazione e anche la degramtez di una serie di proteine
tra le quali la B-catenina e le proteine tau. Un effetto indotto ladal
fosforilazione dellg3-catenina € che questa migra nel nucleo dellalaeadlove
promuove la trascrizione di geni importanti pem@ostasi e la sopravvivenza
neuronale. Dkk-1 agisce legandosi ad LRP quindiedgmdo I'interazione di
gueste con le proteine Wnt (Zorn, 2001; Mao et28l02; Grotewold e Ruther,
2002 a e b, Huelsken e Behrens, 2002) determinéimiernalizzazione del
recettore. Una delle conseguenze del blocco d@laivWnt € un’aumentata

degradazione dellg-catenina risultante dalla disinibizione di GSE{Xim et
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al., 2003; Levina et al., 2004). Cio priva i neurdal supporto trofico fornito
dal programma genico portato avanti dfleatenina (Willert e Nusse, 1998),
portando alla sua fosforilazione e degradazione peete del complesso
ubiquitina/proteosoma quindi non rendendola piu palgbile per la
traslocazione nucleare (Aberle et al., 1997). Altivamente I@-catenina puo
essere fosforilata da GSK33nel nucleo (Bijur e Hope, 2003). Oltre che
promuovere la degradazione deflaatenina, I'inibizione della via di Wnt da
parte di Dkk-1 potrebbe anche promuovere la folsfoione della proteina tau
mediata da GSK4{B con conseguente danneggiamento delle dinamiche
citoscheletriche (Caricasole et al., 2004). La girat tau € un costituente
essenziale dei microtubuli e [lanomala struttura m@pedisce la
polimerizzazione causando, da un lato, il suo as@®ento in grovigli
insolubili e, dall’altro, la mancata sintesi deiconatubuli e la perdita delle
funzioni ad essi legate, in particolare il traspodi sostanze da una parte
all'altra della cellula.

Nel presente studio abbiamo valutato I'alterazidiedia glicoprioteina
Dickkopf-1 (Dkk-1) nel cervello di topi trattati ooMDMA. Studi recenti
dimostrano, infatti, che I'induzione di tale prataipud costituire un evento
chiave nello sviluppo della morte neuronale iscleamed eccitotossica
(Cappuccio et al., 2005). In virtu di questo ruale abbiamo valutato
I'espressione come marker di vulnerabilita neurenal

Scopo dello studio:Lo scopo di questo studio consiste nel valutare |l
coinvolgimento delle aree limbiche nel danno indotallMDMA e la
presenza di alterazioni cognitive, biochimiche sportamentali in topi trattati

con MDMA, in acuto ed in cronico.
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Questa caratterizzazione si € basata sulla vatutaziello stress ossidativo dal
momento che é stato proposto nella parte introduithe gli agenti causali
della degenerazione a lungo termine indotta da MDéo i suoi metaboliti
che generano radicali liberi, associati con stosssdativo e danneggiamento
delle membrane (Colado et al., 1993; Paris e Cimamy 1992); sulla
valutazione, in particolar modo nell'ippocampo &#p ad altre aree, dello
stato di fosforilazione della proteina tau e delie coinvolte in questo
fenomeno tra cui la glicoproteina Dkk-1 valutaziefiettuate in relazione al
loro coinvolgimento nello sviluppo di patologie medegenerative e nello
sviluppo delle demenze.

Metodi: Gli esperimenti sono stati condotti su topi C57/Bhéschi di
10 settimane (Charles River, Calco, CO, ltaliappi bmozigoti per un allele
ipomorfico di Dkk-1 (topidoubleridge (gentilmente forniti da M.H. Meisler,
Universita di Michigan, USA) usando topi C3H comentolli wild-type
(Charles River, Calco, CO, Italia). | topoubleridgesono mutanti inserzionali
privi di un enhancer trascrizionale nel gene pek-Dk(MacDonald et al.,
2004). Gli animali sono stati trattati, sia acutateeche ripetutamente, con
MDMA. Il trattamento acuto consisteva di due somistmazioni consecutive
intraperitoneali (i.p.) di 25 mg/kg di MDMA cloridto racemico (iniettati a
due ore di intervallo). La dose cumulativa di 50/kggcorrisponde a 42 mg/kg
di MDMA base libera. In alternativa i topi sono tstmattati per 6 giorni con
due somministrazioni consecutive intraperitondgli) di 15 mg/kg di MDMA
cloridrato racemico (iniettati a due ore di intdlwjp La dose cumulativa di 30
mg/kg corrisponde a 23.5 mg/kg di MDMA base libargiorno per sei giorni.

In un ulteriore ciclo di esperimenti 'MDMA (25 migg x 2 i.p. = 50 mg/Kg) e
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stato somministrato a topi ipomorfici per Dkk-1 gitadoubleridge n = 6)
usando topi C3H come linea wild-type. Gli animaii abntrollo sono stati
sottoposti a due iniezioni consecutive di salinadigtanza di 2 h). | topi
doubleridgee C3H sono stati sacrificati mediante decapitazibmiorno dopo
il trattamento con MDMA o salina.

Infine, 'MDMA (25 mg/Kg x 2 i.p. = 50 mg/Kg) e ato iniettato in
topi pre-trattati con cloruro di litio (1 mEqg/kgpi ogni dodici ore iniziando 7
giorni prima di un trattamento con MDMA) e/o preitati con linibitore
dell’enzima Cdk5, roscovitina (30 nmoli2zdi DMSO 50%, i.c.v. due volte, 30
minuti prima di ognuna delle due iniezioni consecudi MDMA). | topi di
controllo sono stati trattati con salina (i.p.) €diniezioni consecutive a
distanza di 2 h) in topi pre-trattati i.p. con sali(ogni 12 ore a partire da 7
giorni prima del trattamento con salina) e/o pedtétii.c.v. con DMSO 50%
(2ul, i.c.v., 30 minuti prima di ognuna delle due cetstive iniezioni di
salina). Tutte le iniezionic.v. sono state effettuate tramite una cannula guida
impiantata in animali anestetizzati con ketamib@0(mg/Kg) + xilazina (10
mg/Kg), i.p., (coordinate: AP -0.8 mm; ML 1.4 miYV -2.4 mm dal cranio
dell'animale, secondo l'atlante Paxinos e Frankli®97). Tutti gli animali
sono stati uccisi per decapitazione 1 giorno dép@itamento con MDMA o
salina.

I cervelli prelevati sono stati usati per [l'analis
istologica/immunoistochimica e biochimica. Da ciasc cervello, un
emiencefalo e stato fissato in Carnoi, inclusoanaffina, sezionato a 1nm e

processato per analisi istologica/immunoistochimiball’altro emiencefalo
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sono state microdissezionate le aree cerebratiteiigsse (ippocampo e striato)
e le proteine sono state processate per I'anakstévn blot.

Risultati: 1l trattamento acuto con MDMA determinato negliraali
un immediato aumento di ROS nell'ippocampo, ma hanavuto lo stesso
effetto nello striato o nella corteccia cerebrdlediante colorazione di Nissl e
Fluoro Jade B non é stato evidenziato nessun sdigmorte neuronale nella
finestra temporale esaminata. Non € stata osservataliante TUNEL,
frammentazione del DNA nell'ippocampo degli animadittati. Nonostante la
mancanza di morte neuronale, € stata messa inne@dea consistente gliosi
reattiva nell'ippocampo di topi trattati con MDM#Ae molti autori associano a
danno cellulare. La gliosi reattiva nell'ippocamg@@ transitoria in risposta ad
un trattamento acuto con MDMA e permaneva fino agéfrni dopo un
trattamento cronico. L'analisi semi-quantitativdladéau fosforilata attraverso
immunoblotting ha mostrato un aumento transitasia,dei livelli di PHF-tau
che di P-tau nellippocampo degli animali trattati acuto con MDMA,
visualizzabile dopo un giorno per tornare a livaltirmali dopo tre giorni. Un
trattamento prolungato con MDMA ha indotto I'incremto sia dei livelli di
PHF-tau che di P-tau ippocampale, visualizzabite fa sette giorni dopo
l'ultimo trattamento ma non piu visualizzabile ae&®0 giorni dopo L'analisi
immunoistochimica di espressione ippocampale daP4¢ di PHF-tau ha
confermato il profilo temporale di induzione deftesforilazione della proteina
tau.

La glicogeno sintetasi chinasiB3(GSK-33) e Cdk5 sono due dei

maggiori enzimi coinvolti nella fosforilazione dellproteina tau. L’attivita

della GSK-B € negativamente regolata dalla via canonica di, \&ime a sua
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volta € inibita dalla glicoproteina secreta Dkkil.trattamento acuto con
MDMA ha condotto ad un incremento dell’espressiome Dkk-1
nell'ippocampo ad 1 e 3 giorni dopo una sommin@mae acuta, in maniera
simile si e potuta mettere in evidenza la fosfardae della tau. Un maggior
incremento e stato riscontrato dopo un trattamerdgaico con MDMA, da un
giorno fino a sette giorni dopo 'MDMA.

E stata anche esaminata I'espressione, medianteurioblotting, di
Cdk5 e dei suoi partner proteici p35, e il prodatedla degradazione di p35,
p25. L'espressione di queste proteine nellippocampaumenta
progressivamente a partire da un giorno dopo uttatn@nto acuto con
MDMA. Questo incremento si riduce a sette giorni cemunque € sempre
presente. Negli animali trattati cronicamente Feroento € visibile da sette
giorni dopo l'ultima iniezione di MDMA.

Per esaminare la relazione causale tra l'inibeidella via di Wnt da
parte di Dkk-1, la attivazione della Cdk5 e la tog8fzione della tau sono state
utilizzate diverse strategie sperimentali. Per prisono stati utilizzati i topi
doubleridge Questi animali mostrano una espressione cos@tudi Dkk-1
normale, ma l'espressione e ridotta in seguitorattamento con MDMA se
messi a confronto con i relativi topi di contro{lG3H). L’induzione di P-tau e
PHF-tau e ancora presente nell'ippocampo dei timpibleridgeanche se di
entita minore. E stato effettuato anche il trattatnecon I'inibitore di Cdk5,
roscovitina, con 0 senza trattamento concomitame Iitio cloruro (che
ripristina la via di Wnt agendo a valle del bloatidDkk-1). Il trattamento con
roscovitina ha ridotto I'incremento di P-tau e Ptdle-indotto dallMDMA in

maniera piu efficiente del litio. Il trattamento mabinato ha abolito
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completamente l'incremento di tau fosforilata npffocampo dei topi trattati
con MDMA.

E stata valutata la capacita di apprendimentoialeain topi trattati con
MDMA cronicamente per sei giorni. Il risultato dilé analisi ha evidenziato
che i topi trattati con MDMA presentano una sigrafiva alterazione
nellapprendimento, gia dal secondo e terzo giatnsessione di allenamento
nel test del Morris water maze.

Conclusioni: In questo studio e stato dimostrato che il trattsimeon
MDMA incrementa la fosforilazione della proteinautaun marker
biochimico della patologia di Alzheimer, della detna fronto-temporale, e
di altre malattie neurodegenerative caratterizdat@in progressivo declino
cognitivo (Grundke-Igbal et al., 1986; Igbal et 4B89; Lee et al., 1991).
Questo dato porta a ipotizzare che la neurotoasiaidotta dall’ abuso di
MDMA possa riprodurre le alterazioni neuropatoldgidipiche delle demenze
degenerative. Rimangono alcuni quesiti importand dhiarire: 1) Se
l'iperfosforilazione della tau sia anche in relamocon un’azione primaria
del’lMDMA sui terminali assonici dei neuroni dopamergici e serotonergici;
2) Quanto sia permanente, ed eventualmente irieuerd’iperfosforilazione
della tau in relazione alla dose, alla frequenzalédmpo di somministrazione

del’lMDMA.

16



1. INTRODUZIONE

1.1 MDMA o ECSTASY

La sostanza fu brevettata in Germania da Merki8&# (Shulgin, 1990)
come soppressore dell’appetito, ma non fu mai ins@esul mercato.
Successivamente rimase sconosciuta ed inutilizzatanolti anni finché non
divenne la droga piu popolare dei rave party, fasteui si ballava fino
all'alba, molto popolari negli anni ottanta e notanl piacevoli effett
comportamentali, che comprendono aumento dell’elmpadluzione del senso
di ansia e perdita delle inibizioni, associati d@pparente scarsita di effetti
collaterali, hanno portato all’affermazione delsemsy come droga

ricreazionale (Morton, 2005).

1.1.1 Caratteristiche chimiche e farmacologiche
La molecola & un derivato sintetico dell'anfetamicaratterizzato dal

possedere un nucleo benzenico e un gruppo metissitico in posizione 3 4.

CH30 NH;
NH,
CH;0 m

OCH;

Mescalina Anfetamina
H H
N\CH3 0 N\CH3
CHz < CHs
o]
Metanfetamin 3,4 Metilenediossimetanfetamina

Analogie strutturali tra la mescalina, I'anfetamathi suoi derivati.
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L'assorbimento dellMDMA somministrato per os @ida e nell'uomo Il
picco plasmatico si raggiunge in circa 2 ore. Ligtaiplasmatica € intorno alle
6-7 ore ed in 72 ore il 72% della dose somminiatEaeliminata con le urine.
Nel ratto I'emivita & stimata in circa 70 minutr pesomero destrogiro S-(+) ed
in circa 100 minuti per quello levogiro R-(-). L'M®A viene metabolizzato
attraverso una serie di reazioni enzimatiche: Nai#¢azione, O-
dealchilazione, deaminazione e coniugazione. Tialpertano alla formazione
di 14 metaboliti. Il metabolita principale del’lMDM é la 3,4-
metilendiossianfetamina (MDA), prodotto di N-dertetione. La piu
importante via di metabolizzazione di MDMA ed MDAI& N-demetilazione
in catelcolderivati successivamente ossidati imaehi. L'N-demetilazione e

una reazione ossidativa catalizzata dal citocrord&®

1.1.2 Effetti comportamentali acuti da assunzioneidMDMA

Gli effetti comportamentali acuti da assunzioneMIDMA includono
ipertermia (Dafters, 1994 e 1995; Gordon et al,1199ash et al., 1988;
Schmidt, 1990a), iperattivita (Dafters, 1994; Garddl993) e sindrome
serotoninergica (Callaway et al., 1992; Colado let ¥993; Slikker, 1989;
Spanos e Yamamoto, 1989) caratterizzata da inctenukatl’attivita motoria,
piloerezione, abduzione degli arti posteriori,sata, e in dipendenza dalla
dose, convulsioni e morte (Green et al., 1995)rit&ne che liperattivita
indotta da MDMA sia causata dal rilascio di dopan(iMarston et al. 1999;

McCreary 1999) che induce iperlocomozione; mergssendo la serotonina
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coinvolta nella regolazione della temperatura corpo(Grahame e Smith,
1971a e 1971b, Yamawaki et al, 1983; Colado etl@®3) si riteneva che
lipertermia potesse essere causata dallaumentatascio di tale
neurotrasmettitore (Shankaran e Gudelsky, 1999}avia, il trattamento con
diversi antagonisti dei recettori serotoninergi@nnha condotto ad alcun
risultato nel trattamento dell'ipertermia (Mecharak 2002), mentre I'utilizzo
di un antagonista dei recettori dopaminergigiriduce I'ipertermia in maniera
dose dipendente, indicando che [Iipertermia poteebbssere causata
dallaumentato rilascio di dopamina, la quale agjspoi, sui recettori D
(Mechan et al. 2002)Quindi, il meccanismo tramite il quale si produce
alterazione della temperatura corporea non € d@ twto anche se potrebbe
avere un ruolo la proteina disaccopiante 3, unatepr@ mitocondriale
notoriamente coinvolta nel processo della termogigiills et al., 2003).

I consumatori di MDMA sperimentano una sensaziatie pace,
esperienze emozionali con miglioramento dell'intme, sensazione di
aumentata vicinanza con gli altri, euforia e sint@mmil-simpatetici inclusi
tremori e tachicardia (Cohen, 1995, 1996; Cohermeofgs 1997; Downing,
1986; Greer e Tolbert, 1986). L'MDMA produce unatetdi buonumore e
benessere associati con moderata spersonalizzazidisordini del pensiero.
Solo occasionalmente induce un aumento dell’'agiyits® della rabbia. Gli
effetti collaterali acuti includono bruxismo, seaeaella mascella, soppressione
dell'appetito, difficolta di concentrazione, atassiirrequietezza, dolori
muscolari e sudorazione (Liester, 1992). In casyrdive ipertermia la morte

puod sopravvenire a causa di aritmie cardiache,@legmale acuto, rabdomiolisi
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e coagulazione intravascolare disseminata (Callebhah, 2001; Fahal, 1992;

Malpass, 1999; Screaton et al., 1992).

1.1.3 Effetti biochimici acuti e a lungo termine imlotti dall’ MDMA

L’azione del’lMDMA sul sistema nervoso centralec@mplessa, poiché
colpisce principalmente le vie serotonergiche ma polpire anche le vie di
trasmissione dopaminergiche e noradrenergiche (Mp2005). Si lega ai tre
trasportatori presinaptici delle monoamine, coningff piu elevata per i
trasportatori della serotonina.

Ci sono importanti differenze tra le varie spearemali in merito alla
sensibilita a’lMDMA. Nei topi, a differenza di qo# avviene nei ratti e nei
primati, in cui gli effetti sono per lo piu limitati neuroni serotonergici,
'MDMA sembra colpire principalmente il sistema @opinergico
nigrostriatale determinando un rapido rilascio ajpamina (DA) (Colado et al.,
2004).

Gli effetti dell’ecstasy sono attribuibili a moutidzioni della funzione e
dell'integrita del sistema serotonergico. Esso autend rilascio di serotonina
(5-HT), neurotrasmettitore deputato al controllol dgonno, del tono
dell'umore, del comportamento sessuale e della f&nali sull’animale hanno
infatti dimostrato che 1'MDMA agisce sul sistema raéenergico
incrementando il livello extracellulare della 5-HII.meccanismo di azione
molecolare responsabile dell'effetto del’lMDMA avdilo del terminale
serotonergico comprende: (a) blocco del carriercicetare deputato al
trasporto di serotonina all'interno delle vesci¢dl®) inversione del trasporto

della serotonina da parte del carrier di membraova @ccumulo del
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neurotrasmettitore nel citoplasma e quindi bloceb "de-uptake”; (c) blocco
delle monoaminossidasi (MAO). Questa prima faseefnida fase acuta o
reversibile, in quanto tra il trattamento e le 24 successive al trattamento si
ha un veloce ripristino dei livelli di serotoninblella seconda fase, ovvero
nella settimana successiva, si verifica una nuawandzione dei livelli di
questo neurotrasmettitore. Tale inibizione e dovakaseguenti fattori: 1)
meccanismo di feed-back negativo prodotto da unraato di serotonina; 2)
formazione di radicali liberi durante il metabolismel'MDMA che inattivano
l’enzima responsabile della sintesi del neurotréisime (triptofano-
idrossilasi, TPH). Questa seconda fase e defirdat®e fa lungo termine o

neurotossica.

1.1.4 Evidenze di neurotossicita indotta dal’lMDMA

Studi istologici condotti nel ratto hanno docunaat!insorgenza di
degenerazione delle terminazioni nervose nelloatsirie nella corteccia
somatosensoriale a seguito di assunzione croniésDiWA (Commins et al.,
1987). Utilizzando anticorpi specifici contro laHoF & stata vista la perdita di
assoni serotonergici in neocorteccia, striatoantal di ratti trattati con MDMA
(O’'Hearn et al., 1988). Tutto cio era associato aamento del calibro degli
assoni e sviluppo di larghe varicosita assonalilliMer et al., 1990; O’Hearn
et al., 1988). L'MDMA puo anche causare diminuziodel trasporto
anterogrado di®H]prolina nei neuroni ascendenti che si originamd muclei
dorsali del Raphe (Ricaurte et al., 2000b; Callaéial., 2001). Gli effetti a
lungo termine nei primati non umani sono simili @ellj osservati nei ratti

(Insel et al., 1989; McCann et al., 2000; Ricausteal., 1988a e 1988Db,
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Scheffel et al., 1998; Slikker et al., 1989), set#be primati si siano mostrati
piu sensibili all'azione tossica della sostanza @aeiza et al., 1990; Ricaurte,
1989) e piu inclini a rispondere con una riduziate livelli di 5-HT nella
corteccia, nel nucleo caudato, nel putamen, nptbgampo, nell’ipotalamo e
nel talamo, 7 giorni dopo I'assunzione (Hatzidimoir, 1999).

Il maggiore problema riscontrato negli studi dureossicita sugli umani
riguarda l'estrema difficolta nella determinaziormelle precise quantita
autosomministrate di MDMA e la presenza di impugthaltre sostanze nelle
pasticche di ecstasy in commercio, non solo ma erdahpossibilita che i
soggetti che abusano di MDMA possano anche consunrarmaniera
concomitante altre sostanze ed essere quindi ¢t fadliabusatori. Studi
recenti effettuati in abusatori hanno mostrato sigmificativa diminuzione
della concentrazione di acido 5-idrossindolacetmetabolita della serotonina,
nel fluido cerebrospinale (Bolla et al.,, 1998; MoGaet al. 1994 e 1999;
Ricaurte et al., 1988a e 1989). Non sono statireasanvece cambiamenti nei
livelli del metabolita della dopamina, I'acido onamilico, né dei livelli del
metabolita della noradrenalina, 3-metossi 4-idfesdglicole (McCann et al.,
1994).

Esiste inoltre una forte differenza tra consumaber quanto riguarda i
livelli di trasportatori per la 5-HT, in misura @ipdente dalla severita dell’'uso
(McCann et al., 1998; Ricaurte et al., 2000a). lispahibilita di recettori
postsinaptici 5-H7a € piu bassa in consumatori recenti della sostanzajre
é piu alta in ex-assuntori. Pertanto, mentre gfetéf acuti del’lMDMA
comprendono riduzione della densita di recettoHT»a, a lungo termine si

realizza un aumento nella densita di tali receftoobabilmente a causa di una
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sintesi compensatoria di recettori per contraskardeplezione di serotonina
indotta dallMDMA. Si e inoltre rilevata, in sogdetche avevano assunto
almeno 50 pasticche di ecstasy per almeno un armuh® @ssumevano ancora
regolarmente la sostanza, una diminuzione di trésaoi serotonergici nella
corteccia, prevalentemente nella corteccia motpriearia (Semple et al.,
1999). In uno studio simile sono stati valutati gffietti dell’abuso di MDMA,
sia sulla densita di trasportatori serotonergi@, sulla funzione motoria a
lungo termine riscontrando una diminuzione nellasitd dei trasportatori in
utilizzatori recenti ma non in soggetti astinend Wingo tempo, mentre il
deficit nella memoria verbale era osservato inaz@tori sia recenti che vecchi

(Reneman et al., 2001).

1.1.5 Meccanismi di neurotossicita indotta dallMDNA
1- Stress ossidativ&@i pensa che gli agenti causali della degenerazdone

lungo termine indotta dal’'MDMA siano i suoi metditicche generano radicali
liberi associati con stress ossidativo e danneggmomn delle membrane
(Colado et al., 1993; Paris e Cunnigham, 1992mdtabolismo dellMDMA
porta alla formazione di metilenediossianfetaminglDA) tramite N-
demetilazione, e 3,4-diidrossimetanfetamina (HHMAJprincipale metabolita,
tramite O-demetilazione. | metaboliti del’lMDMA gerano specie reattive
attraverso cicli redox. Queste specie reattiveghtitero inattivare la TPH oltre
che causare danno ossidativo alle proteine edpali Iche compongono le
terminazioni nervose. Inoltre i catecoli, gli idnaconi ed i chinoni possono
andare incontro a spontanea ossidazione utilizzaddzgeno e generando

superossido e perossido di idrogeno che possonduo@na perossidazione
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lipidica e danneggiamento delle terminazioni saretgiche. Queste
osservazioni sono sostenute dal fatto che il wrstdo con scavenger dei
radicali liberi previene la neurotossicita indotta MDMA (Colado et al.,

1995).

2- Serotonina e dopamin& stato suggerito che la serotonina o un suo
metabolita possano essere responsabili della remsioita indotta da MDMA
perché il blocco della ricaptazione del neurotratitoee antagonizza la
deplezione serotonergica indotta da MDMA (Schmit®87) e facilita il
recupero dell'attivita della TPH (Schmidt e Taylk#87). Queste osservazioni
suggeriscono che la neurotossicita indotta da MDpbfrebbe coinvolgere la
serotonina o la formazione di un suo metabolitgitos Inoltre I'osservazione
che antagonisti dei recettori 5-bhTattenuano la neurotossicita (Nash et al.,
1990) suggerisce un coinvolgimento di questi prdbante tramite
alterazione nell'omeostasi del calcio o tramitesltvaazione ed attivazione
della protein chinasi C (Kramer et al., 1995).

L'’MDMA esplica la sua azione principalmente sullascio di
serotonina, ma determina anche il rilascio di usracquantita di dopamina. Il
ruolo della dopamina é stato specificamente cordesratilizzandax-metil- p-
tirosina, un inibitore della biosintesi delle catkanine, in grado di ridurre i
livelli di dopamina. La somministrazione aimetil-p-tirosina tre ore prima del
trattamento con MDMA o contemporaneamente ad easggonizza la
tossicita da MDMA. Se, al contrario, vengono ina#lz livelli di dopamina
somministrando L-dopa, gli effetti neurotossici I#4DMA risultano

potenziati Quindi la somministrazione di MDMA negli animalnduce,
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sebbene in minor misura rispetto al rilascio diogamina, un aumento della
concentrazione sinaptica di dopamina (Colado et2@04). Nelluomo, studi
post-mortem condotti su tessuti derivati da congamali ecstasy, hanno
mostrato una sostanziale riduzione nella concentmazstriatale di dopamina
(Kish et al., 2000). L'utilizzo di agonisti dei rettori 5-HT, potenzia il rilascio
di dopamina mediato da MDMA e incrementa l'effetbssico di MDMA sui
livelli di serotonina.

Il danno assonale e l'inattivazione del TPH noegomo essere attribuiti
né ai prodotti metabolici del'lMDMA né a quelli ¢el5-HT. La DA e
chiaramente implicata nel meccanismo neurotossetiMiDMA. Esiste una
correlazione lineare tra rilascio acuto di DA e mlara lungo termine delle
terminazioni serotonergiche. Mentre il danno neater potenziato dalla DA,
la preventiva somministrazione di triptofano (TP)S5eadrossitriptofano (5-
OHTP) aumenta il rilascio extraneuronale di 5-HpadIDMA ma previene,
invece che incrementare, la neurotossicita. |l fegs-6-metil-2-aminoindano,
molecola sprovvista di azione intrinseca sulla Okpvoca selettivamente
liberazione e successiva deplezione di 5-HT, sdngaicita per il sistema
serotonergico se non somministrato in combinaziome (+)-anfetamina. E
noto da tempo che la fluoxetina, somministrata &rgei ore dopo 'MDMA, ne
attenua significativamente la neurotossicita e rgitentemente si € accertato
che il "carrier" di membrana per ["uptake" dellaH®, in mancanza di
quest'ultima, riconosce come substrato anche la B/Asuggestivo che la
deplezione di 5-HT dai neuroni serotonergici rengaminali vulnerabili e che
la DA trasportata dal "carrier" per ["'uptake" @8-HT dal pool extracellulare

incrementato all'interno del terminale serotonergiepleto di 5-HT sia
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deaminata dalle MAO-B di cui quest'ultimo € prinaanente provvisto. Il

metabolismo della DA nelle terminazioni serotonehngi genera perossido di
idrogeno in misura superiore alle capacita ridettdella cellula provocando
perossidazione lipidica, stress ossidativo gergraid e degenerazione
selettiva degli assoni. In effetti il pretrattam@mon [-deprenil o con MDL-

72974 inibitori delle MAO-B protegge dagli effetteurotossici prodotti da 40
mg/kg di MDMA in singola dose. Nel terminale semogico la MAO-B

sembra giocare un ruolo protettivo degradando nesmettitori estranei: in
normali condizioni la deaminazione da parte delld®®4B di DA estranea, che
pud occasionalmente entrare nel terminale sergy@wer ha minime

conseguenze essendo la capacita riduttiva del neursufficiente a

neutralizzare bassi livelli di ossidanti. Il trattanto con MDMA supera la
capacita del neurone di distruggere le specie athé@] determinando tossicita.
Analogamente l'inattivazione di TPH potrebbe essanesata dall'ossidazione
dei gruppi tiolici della sua molecola e si suppehe la fase di reversibilita a
breve termine dell'attivita idrossilasica sia dffedi un meccanismo di
inibizione enzimatica mentre la riduzione a lungotine piu propriamente
rifletta la degenerazione assonale. Considerandp ilclsistema gabaergico
modula l'attivitd dopaminergica questo modello nawontrasta con

l'osservazione che l'agonista GABA clormetiazokeraia la neurotossicita da

MDMA.

3- Glutammato e ossido nitricdl momento attuale invece non vi sono

dati sufficientemente convincenti intorno al rualoglutammato e nitrossido

nel meccanismo neurotossico dellMDMA. Un imporéardrgomento di
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indagine riguarda l'implicazione della temperatamabientale nei processi
neurotossici da MDMA. Molti laboratori hanno dimb che quando
I'MDMA viene somministrata all'animale alla tempteira ambientale di 24°C
(o piu alta) vi e ipertermia mentre a 10°C c'e osp ipotermica. Gli effetti
del'MDMA sulla temperatura corporea sembrano thraente correlati alla
temperatura ambientale. L'ipertermia & nelluomo waei piu gravi effetti

collaterali associati all'uso di ecstasy mentpotérmia protegge contro i danni
cerebrali indotti da una grande varieta di insukiurotossici. Gli animali
stabulati in ambiente freddo diminuiscono sia ikasctio di DA che la
neurotossicita da anfetamina. Allo stesso modoosiiepbe ipotizzare che la
riduzione della temperatura corporea diminuisca efietti dellMDMA

fornendo indirettamente protezione nei confrontisimi effetti tossici.

1.1.6 Coinvolgimento preferenziale del sistema limibo negli abusatori di

MDMA

Breve descrizione del sistema limbico

Col termine di lobo limbico si era soliti indicaia passato quelle
formazioni senza soluzione di continuita che cidamo il tronco encefalico ed
il corpo calloso. Questa definizione si € manteriima ad oggi sebbene negli
ultimi anni il termine lobo limbico sia stato sdstio da quello di sistema
limbico che racchiude il lobo omonimo e tutte gedtrutture e formazioni ad
esso funzionalmente correlate. Tale sistema é toibsti da strutture
filogeneticamente antiche e collegate (elencatdonsthema riportato di

seguito), che funzionano in maniera coordinata putie alla modulazione
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delle emozioni, alla formazione della memoria réeesd alla regolazione delle

risposte viscerali.

e Lobo limbico
» Formazione ippocampale
Sistema limbico  { * Corpi mammillari ipotalamici
* Nuclei medio-dorsale ed anteriore del
talamo
_ * Amiadala

Corteccia
orbito-frontale ~7

Ipotalamo

Amigdala
Ippocampo

Schema della struttura anatomica e delle connasiibgistema limbico.

La formazione ippocampale € coinvolta nel consolidnto della
working memory (memoria di lavoro) a breve termieenella memoria
dichiarativa a lungo termine. Lesioni della solagaala causano alterazione di
elementi mnemonici legati alle emozioni, mentre danno selettivo
dell'ippocampo o delle aree associative con cuneannessione (cortecce
peririnale e paraippocampica) determina evidenfietef sulla memoria

esplicita.
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Nelluomo le nozioni conservate come memorie egpli vengono
inizialmente elaborate in una o piu delle corte@ssociative (cortecce
prefrontale, limbica e parieto-temporo-occipital®a qui le informazioni
vengono trasferite alle cortecce paraippocampiqaerinale, e quindi alla
corteccia entorinale, al giro del cingolo, all'iggganpo, al subiculum ed infine
di nuovo alla corteccia entorinale. Dalla cortecergorinale le informazioni
sono re-inviate alla corteccia paraippocampicargipale ed infine ancora alle
cortecce associative della neocortex. Dunque, latecta entorinale
rappresenta la principale porta d’'ingresso vergpdcampo attraverso haa
perforante che proietta alnucleo dentato Essa rappresenta, inoltre, il piu
importante canale di output dell'ippocampo steskppocampo € una
struttura del sistema limbico relativamente gramdeolta nella compagine
della circonvoluzione interna di ogni lobo tempetal

L’informazione entra nellippocampo mediante tratto perforante
(perforant path) i cui assoni originano da neumbelia corteccia entorinale e
fanno sinapsi a livello del giro dentato. | neurdal giro dentato inviano i loro
assoni, che prendono il nome di fibre muscoidi @gosbers), all’area CA3
dell'ippocampo. Quest’ultima, attraverso il fasaiollaterale di Schaeffer,
invia assoni allarea CA1 dalla quale altre fibrelistaccano per raggiungere il
subiculum. Il subiculum e responsabile di tuttaffé€eenza dall'ippocampo,
inviando assoni alla corteccia entorinale ed apicarammillari attraverso il
fornice.

Esiste una sorta di lateralizzazione delle funzerdelle risposte a
livello degli ippocampi. Lippocampo destro si a#ti nei processi di

apprendimento ambientale. Le memorie legate allwispcomportano una
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maggiore attivita dell'ippocampo di destra. L’ippmepo sinistro € connesso
con la memoria verbale. Il ricordo di parole, ogiggtersone e degli elementi
che appartengono a queste categorie, richiede twitat piu intensa
dell'ippocampo dell’emisfero sinistro (dominante)l ruolo dominante
nell'acquisizione delle relazioni spaziali fra ogggen un ambiente e nella
formazione di una mappa spaziale, quale quelladdidiamo formarci per
decidere il percorso da compiere per recarsi dpumto ad un altro di una
citta, e svolto dall’ippocampo destro; in partigelal’ippocampo destro si
attiva mentre i soggetti sono impegnati in comgitiorientamento spaziale
(Maguire et al., 1996).

L’ippocampo sinistro si attiva invece fortemente compiti che
impegnano la memoria verbale a lungo termine (Magei al., 1996). Ci sono
evidenze sperimentali circa il ruolo dell'ippocampmme sedéransitoria delle
tracce di memoria a lungo termine; sono invece Hee aassociative a

rappresentare il deposito ultimo delle tracce dinoea esplicita.

Sistema limbico ed MDMA

Dati recenti dimostrano che 'MDMA agisce prindip@nte sul sistema
limbico piuttosto che sul sistema nigro-striataledicando un maggiore
coinvolgimento delle aree cognitive piuttosto chelled aree motorie nella
neurotossicita mediata da tale sostanza da abuso.

| consumatori di MDMA mostrano difficolta nel cdidare
informazioni nella memoria a lungo termine, diffido nell’apprendimento

verbale, sono piu facilmente distratti e sono meffiienti nel concentrarsi
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durante prove complesse. Il livello di compromigssialipende dalla severita
dell'uso (Lundgvist, 2005).

Studi di diagnostica per immagini del cervello hansuggerito che
'uso di MDMA potrebbe danneggiare i neuroni senamici (McCann et al.,
1998; Semple et al. 1999; Reneman et al. 2001)stiadli si sono soffermati
sull’'analisi dei livelli cerebrali di trasportataserotonergici, come indicatori di
integrita neuronale. L’'analisi di reperti autoptiderivanti da consumatori
abituali di piu tipi di droghe mostrava un ridotteello di serotonina, ma un
normale livello di dopamina.

Studi comportamentali hanno fornito uno strumep&y valutare la
presenza e l'entita di effetti cognitivi e componentali in seguito ad
assunzione di MDMA. Diversi studi hanno dimostréiesorgenza di deficit
cognitivo acuto.

Prima che 'MDMA divenisse illegale negli Stati WiniDowning (1986) ha
somministrato MDMA puro ad alcuni soggetti, riportid che la sostanza non
aveva effetti su test di ripetizione di cifre maey@ danneggiare le prestazioni
in test di moltiplicazione.

Curran e Travill (1997) confrontarono i consumattirecstasy con i
consumatori di bevande alcoliche in un compito dmmoria di prose e in prove
di sottrazioni seriali, trovando che gli assuntdii MDMA ottenevano un
punteggio piu basso nelle prove di sottrazione.

Parrott e Lasky (1998) valutarono poi gli effestill'umore e sulle
funzioni cognitive prima, durante e dopo un sabaitte in discoteca. Sono
stati confrontati tre gruppi di giovani. Ogni soggdu chiamato a svolgere test

cognitivi e di umore in quattro differenti momeniin momento iniziale senza
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assunzione della sostanza, durante un sabato inotliscoteca (sotto effetto
della droga), due giorni dopo l'assunzione e sgiteni dopo I'assunzione.
Due giorni dopo si osservava un danneggiamente defizioni cognitive in
due diversi test (memoria verbale e esame visika).memoria visiva era
profondamente alterata anche a livello basale ésapgunzione della sostanza)
in quei soggetti che mostravano una storia di assuoa regolare di MDMA.

Gouzoulis-Mayfrank ed altri autori (2000) confrargno un gruppo di
consumatori di MDMA, astinente da 2-8 settimane congruppo di non
consumatori, controllati per I'uso della cannaliggruppi non mostravano
differenze su semplici test di attenzione, ma i stomatori di MDMA
mostravano punteggi piu bassi nei test di memaeibale di base e nei test di
apprendimento. Essi conclusero quindi che la tiploge ricreazionale di
MDMA era sufficiente per causare neurotossicita.

Morgan (1999) confrontdo consumatori di MDMA in iashza da 65
giorni con policonsumatori di droghe che non avevawuto una storia di
assunzione di MDMA e riscontrarono danneggiamentgnitivo nei
consumatori di MDMA rispetto agli utilizzatori ditee droghe.

McCann et al. (1999) cercarono di dimostrare ¢haeficit cognitivo
mostrato dai consumatori di MDMA era correlato corbassi livelli di
serotonina; essi misurarono nel liquor i livellirelerospinali di acido 5-
idrossindoliacetico che costituisce una misuraréith dei livelli di serotonina.
Essi riscontrarono che una significativa diminueiatel neurotrasmettitore era
correlata con bassi punteggi in diversi test cognisuggerendo che l'uso di
MDMA potrebbe portare ad una compromissione deéesia serotonergico e

condurre quindi ad un danno della memoria a breveihe, dell’attenzione
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complessa, dell’apprendimento, del ragionamentbalere del riconoscimento
semantico. L'MDMA puo6 anche colpire 'umore provada euforia ma anche
sensazione di depressione.

Parrott e Lasky dimostrarono anche che soggetg @vevano
consumato ecstasy di recente si sentivano moltodepressi dei soggetti di
controllo. Sebbene sia stato dimostrato che I'sgstpossa avere effetti
depressivi tra due e sette giorni dopo l'assunzis®mbra chiaro che la
sostanza non ha alcun effetto a lungo terminewsubyre.

Gli studi precedenti indicavano che [l'uso di MDMAotesse
danneggiare il sistema serotoninergico e che questesse condurre a
danneggiamento cognitivo e sbalzi d’'umore.

Uno studio di McCardle et al. (2004) riporto iuligti ottenuti da
utilizzatori di MDMA in una serie di test cognitie test sull’'umore utilizzando
come controlli individui che non differivano sigigidtivamente in termini di
uso corrente o precedente di cocaina, eroina,nhadgache non mostravano
differenze in merito al quoziente intellettivo. isultati di questo studio
suggerivano che gli abusatori di MDMA mostrano un pglto livello di
depressione ed un impoverimento delle funzioni dognrispetto ai soggetti
di controllo. Datosi che i soggetti utilizzati pler studio riportavano di non
avere assunto 'MDMA in media da 130 giorni, glife#fi depressivi non
potevano risultare dalla temporanea delezione drot@ena, ma
necessariamente da effetti a lungo termine swdragtserotonergico.

Il danneggiamento cognitivo mostrato dagli utiéizzri di MDMA é
coerente con il tipo di danneggiamento che riswtdla degenerazione

serotonergica. Infatti una serie di studi precedaahno mostrato come la
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diminuzione della trasmissione serotonergica negiani possa danneggiare
una serie di aspetti dell'apprendimento e della pr@m(Altman et al., 1984;
McEntee e Crook, 1991) che si crede siano corretath le regioni
ippocampale—limbica (Wood et al., 2002), regionipe@amente coinvolte nei
processi di memorizzazione.

Nel complesso i dati presenti in letteratura edpiamente descritti
suggeriscono che il sistema limbico, e con esppdcampo, potrebbero essere
aree cerebrali preferenziali per I'azione neuratassiel’MDMA. In altri
termini, i neuroni appartenenti al sistema limbicmstrano una maggiore

vulnerabilita alla tossicita indotta dal’MDMA.

1.2 ALTERAZIONI COGNITIVE E IPERFOSFORILAZIONE DELL A
PROTEINA TAU

Nelluomo le malattie neurodegenerative che sommitterizzate da
deficit cognitivo mostrano alterazioni strutturdélle proteine del citoscheletro
ed in particolare dei microtubuli.

I microtubuli sono i maggiori componenti dei preseneuronali e sono
coinvolti nel mantenimento della corretta polargallulare e del trasporto
assonale (Buee et al., 2000). Probabilmente |lejm®iassociate ai microtubuli
(MAPs) sono le principali responsabili del manteamo di tali funzioni.

La proteina tau, appartenente al gruppo delle MAddocalizzata
principalmente nell’assone (Leger et al., 1994pcgiun ruolo fondamentale
nell'assemblaggio dei monomeri di tubulina in mtatwuli, nel mantenimento
della struttura dei microtubuli (Alonso et al.,, 200e nella costruzione di

legami tra microtubuli ed altri componenti citoslgteci o proteine (Buee et
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al., 2000).In viva la proteina tau induce la costruzione e la Staakione dei
microtubuli cellulari, promuove la crescita assenalstabilisce e mantiene la
corretta polarita cellulare (Leger et al., 1994).

Nella malattia di Alzheimer ed in altre patologieurodegenerative le
proteine tau si aggregano in filamenti dritti ed@mpiati ad elica (Sergeant et
al., 2005), col progredire della patologia le fileridi associano tra di loro a
formare delle dense reti di filamenti interconndsaidi loro che prendono il
nome di grovigli neurofibrillari; e stato visto ch@rovigli neurofibrillari sono
correlati con la severita della demenza (Arriagatial., 1992; Flament et al.,
1990).

Una serie di studi hanno evidenziato la presenzelevati livelli di
fosforilazione nei filamenti accoppiati ad elica principale forma di tau
filamentosa presente nella malattia di Alzheimedicando un importante
ruolo per la fosforilazione nello sviluppo dei gigiv neurofibrillari (Sergeant
et al, 2005; Lee et al., 2001).

In effetti I''soforma iperfosforilata di tau non kga alla tubulina ma
inibisce in vitro I'assemblaggio dei microtubuli e distrugge i micitauli
preformati, sequestrando la tau normale e le pretead elevato peso
molecolare associate ai microtubuli (MAPSs) (Alomsa@l., 1994) portando alla
destabilizzazione degli stessi microtubuli (Branttioée al., 1993; Biernat et al.,
1993) e alterando il trasporto assonale (Stamat.eR002; Mandelkow et al,
2004). L’anormale iperfosforilazione di tau, traenteli meccanismi, conduce a
neurodegenerazione, formazione di grovigli neurdfdsi e demenza (Igbal et
al., 2005). Quindi e essenziale comprendere in mloglo sia regolata la

fosforilazione di tau .
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L’iperfosforilazione di tau sembra essere conatall sia a livello
dell’enzima che a livello del substrato (Igbal &t 2005). La regolazione a
livello del’enzima avviene per attivazione di uagiu chinasi e declina per
attivazione di una o piu fosfatasi. Sono stati tdieati piu di 25 siti differenti
nei quali tau pud essere fosforilata da diversdeprochinasi (Igbal et al.,
2005).

Si crede che i due principali enzimi coinvolti lnperfosforilazione di
tau siano la chinasi ciclina-dipendente 5 (Cdkt glicogeno sintetasi chinasi
3 beta (GSK-B), due chinasi serinal/treonina dipendenti (Hangeal.e 1992;
Ishiguro et al., 1992; Mandelkow at al., 1992; Rdwd al., 1993).

Cdk5 appartiene alla famiglia delle chinasi cialidipendenti in virtu
dell'elevato grado di omologia strutturale, ma moattivata delle cicline (Liu e
Kipreos, 2000). Piuttosto e attivata dal legame gloattivatori p35, p39, p25 e
p29 che portano all'assemblaggio di oleoenzima imade (Dhavan e Tsai
2001). Gli attivatori p25 e p29 derivano dal cligag calpaina-dipendente
rispettivamente di p35 e p39, che si assemblanormafre un oleoenzima
funzionale. La deregolazione dellattivita di Cdkbamite degradazione
proteolitica di p35 a p25, con conseguente ipeatone di Cdk5 é coinvolta
in disordini neurodegenerativi (Patrick et al., 998ee et al., 2000; Patzke e
Tsai, 2002; Tseng et al., 2002).

La Cdk5 nella malattia di Alzheimer e attivataldadtress ossidativo e
la sua attivazione determina iperfosforilazionéadi(de la Monte et al., 2000;
Lee et al., 2000; Hashiguchi et al., 2002). Inipalare, agisce determinando
iperfosforilazione dei neurofilamenti ad elevatospemolecolare. E stato

inoltre dimostrato che p25 si accumula nel cervéilgazienti affetti dalla
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malattia di Alzheimer e induce iperfosforilazionelld proteina tau e apoptosi
in colture neuronali (Patrick et al., 1999).

Si ritiene che Cdk5 possa indurre direttamenpeifosfosforilazione di
tau in determinati siti e che possa mediarne l#oftazione in altri tramite
regolazione di GSK{8 Il derivato purinico roscovitina (2-(1-etil-2-i0ssi-
etilamino)-6-benzilamino-9-isopropilpurina) € un partante inibitore delle
chinasi ciclina dipendenti, che agisce impedendaonamiera competitiva il
legame dellATP alla sua tasca di legame sull'erezi(fde Azevedo et al.
1997).

GSK-33 genera fosfo-epitopi su tau associati con patelogi co-
localizza con la tau iperfosforilata (Ishizawa ket 2003). Esperimenti condotti
in modelli animali hanno dimostrato che l'iperegsiene della chinasi GSK-
3B porta a neurodegenerazione, iperfosforilaziongadi (Brownlees et al.,
1997; Spittaels et al., 1999) e deficit comportatalen(Hernandez et al., 2002).
A cio va aggiunto che la somministrazione dell’itobe di GSK-3, cloruro di
litio, determina una riduzione della neurodegeneraz e della fosforilazione
di tau se utilizzato nelle fasi precoci della pagph (Engel et al., 2006; Noble
et al., 2005). Gli ioni litio inibiscono [Iattivitadella GSK-B, tramite
competizione con gli ioni magnesio, ma non con FA® con il substrato
(Ryves e Harwood, 2001).

La regolazione a livello del substrato avvieneopdra della struttura di
tau. In particolare, si € visto che isoforme di wan due inserti amino-
terminali sono maggiormente suscettibili alla fosézione da parte di Cdk5
seguita da fosforilazione da parte di GSK{(®engupta et al., 1997). Infatti

delle proteine tau si conoscono diverse isoformenate dallo splicing
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alternativo di 11 esoni nel cromosoma 17 (17qg2%¥).idoforme del sistema
nervoso centrale sono prodotte dallo splicing dstihe 2, 3 e 10; questo
produce sei isoforme di tau in un range che vada @441 aminoacidi. La
variabilita & in relazione sia con la porzione cadi-terminale sia con quella

amino-terminale della molecola.

1.3 COINVOLGIMENTO DELLA GLICOPROTEINA DICKKOPF-1
NELL'IPERFOSFORILAZONE DELLA PROTEINA TAU

Nelluomo I'esposizione cronica ad ecstasy prodilmesviluppo di
sintomi neurologici, quali anomalie elettroencefpédiche ed alterazioni
cognitive, la cui base neuroanatomica non risieglla rwircuitistica dei gangli
della base. Tali effetti potrebbero ricondursi ancomitante uso di altre
sostanze o all'ipertermia indotta dallMDMA ma aechad un’azione
neurotossica diretta a regioni extrastriatali. Wadio recente ha dimostrato
che gli effetti di sensitizzazione comportamentade le progressive
modificazioni elettroencefalografiche indotti nepb dal trattamento cronico
con MDMA sono associati a degenerazione neurorngecampale. Nello
studio presente questo tipo di osservazione € stdtsa alla valutazione nel
cervello di topi trattati con MDMA della glicopraten Dickkopf-1 (Dkk-1).
Studi recenti dimostrano, infatti, che l'induziodetale proteina puo costituire
un evento chiave causale nello sviluppo della mogeronale ischemica ed
eccitotossica (Cappuccio et al., 2005). In virtugdiesto ruolo ne abbiamo

valutato I'espressione come marker di vulnerabiigaronale.
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Dkk-1 e una glicoproteina secreta che agisce camtgonista selettivo
della via canonica di Wnt interagendo con le limdpine a bassa densita legate
ai recettori (LRP) 5 e 6, che sono anche i redattte glicoproteine Wnt .

Nella via “canonica” di Wnt, le glicoproteine Wsitlegano al recettore
a 7 domini transmembrana Frizzled, ed a LRP5/@npavendo una cascata di
eventi intracellulari che inibiscono I'attivita dlglicogeno sintetasi chinash 3
(GSK-33) e prevengono la fosforilazione e ubiquitinazioree,quindi la
degradazione, dellg-catenina (Willert e Nusse, 1998). Di consegueiaz: |
catenina migra nel nucleo cellulare dove pud svelgiesuo ruolo fisiologico
che consiste nel promuovere la trascrizione di geportanti per 'omeostasi e
la sopravvivenza neuronale.

Dkk-1 agisce legandosi ad LRP e quindi impedisceelazione di
guesto con le proteine Wnt (Zorn, 2001; Mao et2f1Q2; Grotewold e Ruther,
2002a e b, Huelsken e Behrens, 2002).

Dkk-1 ha un ruolo prevalente nel corso dello gilo ed € espressa a
livelli molto bassi in cervelli adulti (Diep et al2004). La sua espressione
aumenta in riposta ad eventi che causano danniNg\ Poiché e regolata
trascrizionalmente da p53 (Wang et al., 2000),Uaespressione € associata
con riparazione del DNA o esecuzione di un pianonwrte cellulare
apoptotica. Dunque [linduzione di Dkk-1 potrebbepp@esentare una
componente della sequenza di eventi che conductaonmerte neuronale
(Caricasole et al., 2003).

Dkk-1 e Dkk-4 inibiscono la via canonica Wnt/FredIGSK-3/B-catenina
formando un complesso ternario con LRP6 e i regettib membrana

Kremenl1/2 e quindi promuovendo I'endocitosi deieoattori di Wnt LRP6
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(Mao et al., 2002). L’inibizione della via di Wnagarte di Dkk-1 contribuisce
all’esecuzione del programma di morte cellularella #osforilazione della
proteina tau in neuroni trattati c@ramiloide (Caricasole et al., 2004). L’idea
che Dkk-1 possa promuovere la morte cellulare @@iata dalla scoperta che
la sua overespressione sensibilizza cellule cedietuaorali all’apoptosi a
seguito di danni alchilativi al DNA (Shou et alQ@2).

Una delle conseguenze del danneggiamento delladvidVnt e
un’aumentata degradazione depacatenina risultate dalla disinibizione di
GSK-33 (Kim et al.,, 2003; Levina et al., 2004). Cio privaneuroni del
supporto trofico fornito dal programma genico ptrtavanti dallgB-catenina
(Willert e Nusse, 1998). Dkk-1 potrebbe allevidirilbizione esercitata dalla
via di Wnt sull'attivita di GSK-B, portando alla fosforilazione delfacatenina
che €& degradata dal complesso ubiquitina/proteosenmon € quindi piu
disponibile per la traslocazione nucleare (Abetlale 1997). Alternativamente
la B-catenina puo essere fosforilata da G3K+®l nucleo (Bijur e Hope,
2003). Oltre che promuovere la degradazione dgltatenina, l'inibizione
della via di Wnt da parte di Dkk-1 potrebbe anchmmovere la fosforilazione
della proteina tau mediata da GSK-8n conseguente danneggiamento delle
dinamiche citoscheletriche (Caricasole et al., 2004

Infatti la proteina tau & un costituente esseazidi microtubuli e
'anomala struttura ne impedisce la polimerizzagi@ausando, da un lato, il
suo addensamento in grovigli insolubili e, dalfajJtla mancata sintesi dei
microtubuli e la perdita delle funzioni ad essideg in particolare il trasporto

di sostanze da una parte all’altra della cellula.
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Nel nostro studio abbiamo dimostrato una possitnleelazione tra la
fosforilazione della proteina tau ed il danno atosetrico neuronale che
potrebbe essere alla base dei disturbi cognitesgnti negli abusatori cronici

di MDMA.

2. SCOPO DELLO STUDIO

Lo scopo di questo studio consiste nel valutamoihvolgimento delle
aree limbiche nel danno indotto dal’lMDMA e la peaga di alterazioni
cognitive, biochimiche e comportamentali in togittati con MDMA, in acuto
ed in cronico.

Questa caratterizzazione si € basata sulla vatutaziello stress ossidativo dal
momento che e stato proposto nella parte introguithe gli agenti causali
della degenerazione a lungo termine indotta da MD&ho i suoi metaboliti
che generano radicali liberi, associati con stosssdativo e danneggiamento
delle membrane (Colado et al., 1993; Paris e Cinamg 1992); sulla
valutazione, in particolar modo nell'ippocampo &#p ad altre aree, dello
stato di fosforilazione della proteina tau e delie coinvolte in questo
fenomeno tra cui la glicoproteina Dkk-1 valutaziefiettuate in relazione al
loro coinvolgimento nello sviluppo di patologie medegenerative e nello

sviluppo delle demenze.

3. MATERIALI E METODI

3.1 Animali
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Gli esperimenti sono stati condotti su topi C57/Bhéschi di 10 settimane di
vita (Charles River, Calco, CO, Italia) o topi orgmti per un allele
ipomorfico di Dkk-1 (topidoubleridge (gentiimente forniti da M.H. Meisler,
Universita di Michigan, USA) usando topi C3H comentolli wild-type
(Charles River, Calco, CO, Italia). | topoubleridgesono mutanti inserzionali
privi di un enhancer trascrizionale nel gene pek-Dk(MacDonald et al.,
2004). Tutti i topi sono stati tenuti in condiziomimbientali controllate
(temperatura ambiente = 22° C, umidita = 40%) ircigto luce/buio di 12 ore
con cibo ed acqua ad libitium. Gli esperimenti sstadi condotti seguendo le

Linee Guida per la Cura e I'Uso degli Animali didtituto Nazionale di Sanita.

3.2 Strategie sperimentali: protocolli di somministazione di MDMA

In tutti gli esperimenti gli animali sono statatiati, sia acutamente che
ripetutamente, con MDMA. |l trattamento acuto ceisia di due
somministrazioni consecutive intraperitoneali §i.di 25 mg/kg di MDMA
cloridrato racemico (iniettati a due ore di intdlwjp La dose cumulativa di 50
mg/kg corrisponde a 42 mg/kg di MDMA base liberaalternativa i topi sono
stati trattati per 6 giorni con due somministrazioonsecutive intraperitoneali
(i.p.) di 15 mg/kg di MDMA cloridrato racemico (eftati a due ore di
intervallo). La dose cumulativa di 30 mg/kg coraepge a 23.5 mg/kg di
MDMA base libera al giorno per sei giorni.

Queste dosi sono state selezionate sapendo onsumatori assumono
da 80 a 250 mg di MDMA al giorno, e che I'equivdkedose parenterale negli
animali puo essere calcolata secondo la relazion@me® Danimale

(WuomdWanimaid®-' dove D & la dose della droga in mg e W & il pespareo in
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kg (Green et al., 2003). Secondo questa relaziertos$i selezionate nel topo
sono approssimativamente equivalenti ad una das@ ac 217 mg o 130 mg
giornalieri per 6 giorni in un uomo di 70 kg. | tap controllo sono stati trattati
esclusivamente con salina. Tutti i topi sono Satirificati per decapitazione in
tempi differenti (da 1 a 7 giorni dopo il trattan@racuto con MDMA e da 1
giorno a 3 mesi dopo iniezioni ripetute di MDMA).

In un ulteriore ciclo di esperimenti IMDMA (25 migg x 2 i.p. = 50
mg/Kg) é stato somministrato a topi ipomorfici ikk-1 (topi doubleridge n
= 6) usando topi C3H come linea wild-type. Gli aaindi controllo sono stati
sottoposti a due iniezioni consecutive di salinad{stanza di 2 h). | topi
doubleridgee C3H sono stati sacrificati mediante decapitazibmgiorno dopo
il trattamento con MDMA o salina.

Infine, 'MDMA (25 mg/Kg x 2 i.p. = 50 mg/Kg) € ato iniettato in
topi pre-trattati con cloruro di litio (1 mEqg/kgpi ogni dodici ore iniziando 7
giorni prima del trattamento con MDMA) e/o pre-tedit con [linibitore
dell’enzima Cdk5, roscovitina (30 nmoli2zdi DMSO 50%, i.c.v. due volte, 30
minuti prima di ognuna delle due iniezioni consecutdi MDMA). | topi di
controllo sono stati trattati con salina (i.p.) €diniezioni consecutive a
distanza di 2 h) in topi pre-trattati i.p. con sali(ogni 12 ore a partire da 7
giorni prima del trattamento con salina) e/o pedtétii.c.v. con DMSO 50%
(2ul, i.c.v., 30 minuti prima di ognuna delle due ceastive iniezioni di
salina). Tutte le iniezioric.v. sono state effettuate mediante I'impianto di una
cannula guida, con chirurgia stereotassica, in alnimnestetizzati con
ketamina (100 mg/Kg) + xilazina (10 mg/Kg), i.putilizzando le seguenti

coordinate; AP -0.8 mm; ML 1.4 mm; DV -2.4 mm dahmio dell’animale,
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secondo l'atlante Paxinos e Franklin, 1997. Tutii animali sono stati
sacrificati per decapitazione 1 giorno dopo iltaatento con MDMA o salina.

| cervelli prelevati sono stati utilizzati per walisi istologica-
immunoistochimica e biochimica. Da ciascun cerveboo stati separati i due
emiencefali, uno e stato fissato in Carnoi (miscelal
Etanolo/Ac.acetico/Cloroformio in proporzione 6:)1:3ncluso in paraffina,
sezionato a 1Qum e processato per analisi istologica-immunoistoda,
I'altro emiencefalo & stato micro dissezionato acsstate prelevate le aree
cerebrali di interesse (ippocampo e striato) ertggmne sono state processate

per I analisi Western blot.

3.3 Quantificazione della produzione di radicali liberi mediante
microdialisi in striato, ippocampo e corteccia di aimali trattati con
MDMA

Topi C57/BL6 maschi di 10 settimane (Charles-Rivesno stati
utilizzati per misurare la produzione di radicallberi in diverse aree
cerebrali (striato, ippocampo e corteccia frontatgotta dal trattamento
sistemico con MDMA (25 mg/Kg x 2 i.p. = 50 mg/Kd.tal fine e stata
utilizzata la tecnica della microdialisi esegumaanimali consci e liberi di
muoversi. Ai topi & stata impiantata una guidaaicgrebrale da microdialisi
(CMA/7 Cannula Guida, CMA/Microdialisi, Stoccolm@yezia) in anestesia
con Ketamina (100mg/kg) e xilazina (10mg/kg, i.putilizzando un
apparato stereotassico di Kopf. L'analisi & stategeaita selezionando tre
siti di impianto alternativi: lo striato sinistrgcoordinate: 0.6 mm

anteriormente al bregma, 1.7 mm lateralmente al@al mediana, 2.5-4.5
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mm ventralmente rispetto alla superficie del crgnigppocampo sinistro
(coordinate: 3.0 mm posteriore al bregma, 2.8 miarddmente alla linea
mediana, 2.0-4.0 mm ventralmente rispetto alla digee del cranio) o la
corteccia frontale (coordinate: 1.8 mm anteriorraeat bregma, 2.2 mm
lateralmente alla linea mediana, 1.8-3.8 mm vemkeake rispetto alla
superficie del cranio). Le coordinate riportate sstate ricavate in accordo
all'atlante di Paxinos e Franklin (1997). Dopo éog@zione, i topi sono stati
sistemati in gabbie differenti in un ambiente agematura controllata con
un ciclo luce/buio di 12 ore, con libero access@agua e cibo, ed é stato
permesso loro di riprendersi per quattro giorni. dlorno prima
dell'esperimento, un probe é stato inserito nelidayintracerebrale e i topi
sono stati trasferiti in una gabbia di plastica aom braccio mobile
(CMA/120 Sistema per animali liberi di muoversi, BMMicrodialisi,
Stoccolma, Svezia) con libero accesso ad acquaoe Ei stato utilizzato un
probe da microdialisi verticale concentrico lunganih, e del diametro di
0.24 mm avente una membrana di cuprophane contuwiffamolecolare di
6,000 Daltons (CMA/7 probe per Microdialisi, CMA/bdtodialisi,
Stoccolma, Svezia). Il probe é stato continuamer@duso con liquido
cerebro-spinale artificiale (ACSF), ad un flussd & pl/min, attraverso I
utilizzo di una pompa da microinfusione (Sisteme. IBioanalitico, Ovest
Lafayette, Indiana, USA). La mattina seguente, sataie raccolte le
frazioni ogni 20 minuti contenenti 3@ di perfusato mediante I'utilizzo di
un collettore di frazioni (CMA/ 142 Microfraction dlector,
CMA/Microdialisi, Stoccolma, Svezia). Dopo la ratteodi tre frazioni,

usate per determinare i livelli basali di radiddderi (ROS), i topi sono stati
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sottoposti a due somministrazioni sistemiche MDN2A (ng/kg, i.p. X 2 i.p.
=50 mg/Kg) e le frazioni sono state raccolte pesuccessive 2 ore seguenti
ad ogni singola iniezione di MDMA. La formazione dpecie reattive
dellossigeno e stata esaminata monitorando i llivdell’'acido 2,3-
diidrossibenzoico (2,3-DHBA), prodotto dalla reamodell’acido salicilico
(aggiunto a ACSF alla concentrazione di 5 mM) conadlicali liberi.
L'analisi € stata effettuata mediante un sistemd.GlRccoppiato ad un
detettore elettrochimico. Ventul del perfusato sono stati iniettati
nel’lHPLC equipaggiato con una colonna analiticéase inversa a C-18
mantenuta a 30 gradi centigradi (Ultrasfera OD@rbsferica, 80 A poro,
250 mm x 4.6 mm, Beckman Instruments) e di un tteeklettrochimico
(ESA, Inc., Chelmsford, MA, USA). | potenziali dssidoriduzione erano
settati a + 350 and — 350 mV per la detezioneatatlo 2,3-DHBA. La fase
mobile utilizzata era costituita da sodio fosfa®@ (nM), acido citrico (40
mM), EDTA (0.4 mM), acido 1-eptansulfonico (3 mM)reetanolo (12.5%)

a un pH 2.75 con acido fosforico (corsa in condizisocratiche, 1 ml/min).

3.4 Analisi istologica e quantitativa

Per valutare la possibile degenerazione neurdaeaezioni sparaffinate
(10 um) sono state processate per colorazione con fanéo(colorazione
Nissl). Dopo lavaggi in acqua distillata, le sekisono state incubate per 8
minuti in tionina. Per valutare il danno ippocangal numero di neuroni
sopravvissuti nello strato di cellule piramidals&ato contato con un metodo
non stereologico per la valutazione della densitironale (neuroni per nindi

tessuto, Nv) utilizzando la formula seguente: Nv#{#D), dove NA e |l
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numero di neuroni per nfndi tessutot & lo spessore della sezione, e D & il
diametro del neurone (Abercrombie, 1946). | neuthriorma rotonda simile a
guella comunemente osservata nelle sezioni di albmtsono stati considerati
vitali. E stata anche valutata la presenza di maorearonale, tramite
colorazione Fluoro-Jade B che marca i neuroni igederazione come
fluorescenza verde (Schmued et al., 1997; Schmoediapkins, 2000). A tal
fine, le sezioni sparaffinate (10m) sono state incubate 30 minuti in una
soluzione di acido acetico allo 0.1% /v/v) contdeefo 0.001% (w/v) di
Fluoro-Jade B e successivamente analizzate medmamtenicroscopio a
fluorescenza.

Per la valutazione della presenza di frammentazidel DNA, sono
state usate sezioni sparaffinate dilth e processate per il TUNEL labeling
utilizzando il kit In situ cell Death detection, BQRoche Applied Science,

Mannheim, Germania).

3.5 Analisi immunoistochimica

| cervelli prelevati sono stati fissati in Carnwiclusi in paraffina e
sezionati a 1Qum. Le sezioni sono state sparaffinate mediante irsioree
in xilene per 40 minuti ed immerse in soluzioniedanolo successive (dal
100% al 70%) fino allimmersione in acqua distidlager 6 min. Eliminata la
paraffina, sono state immerse in perossido di ielnogal 3% per bloccare
I'attivita delle perossidasi endogene. L'immunaisimica € stata eseguita
con tecnica immunoperossidasica basata sul meteldoothplesso avidina-
biotina (ABC elite kit,Vector Laboratories,Burlinge, CA, USA). |

campioni sono stati incubati per 12 ore con uncanpio monoclonale di
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topo anti-proteina fibrillare acida gliale (GFAP):400, Signa Aldrich,
Milano, Italia) e poi per 1 ora con l'anticorpo biolato anti-IgG di topo
(1:200; Vector Laboratoires, Burlingame, CA, USApn l'anticorpo di
coniglio anti-fosfo-tau (pS&¥) (P-tau, 1:100, Signa Aldrich, Milano, Italia)
e poi per 1 ora con l'anticorpo secondario biogitdl anti-IgG di coniglio
(1:200; Vector Laboratoires, Burlingame, CA, USAQpn Ianticorpo
monoclonale di topo anti-PHF tau (PHF-1, 1:100; rp8ee pSef™
gentilmente fornito dal professor Peter Davies,efilEinstein College of
Medicine, NY, USA) e poi per 1 ora con l'anticorpmtinilato anti-IgG di
topo (1:200; Vector Laboratoires, Burlingame, CASAJ; con l'anticorpo
monoclonale di ratto anti-Dkk-1 (Dkk-1, 1:10; R&Dy$em Inc.
Minneapolis, MN, USA) e poi per 1 ora con l'antiporbiotinilato anti-lgG
di ratto (1:200; Vector Laboratoires, BurlingameA,GJSA). Per quanto
riguarda l'immunistochimica per Dkk-1 la proceduba richiesto un
passaggio di smascheramento antigenico eseguittamed’incubazione
delle sezioni in tampone citrato (10 mM, pH 6) alslato in forno a
microonde a 350 W per 10 minuti. Come sistema vilazione é stata
utilizzata la 3,3’-diamminobenzidina (DAB) come striato perossidasico.
La colorazione di controllo e stata eseguita seglzaanticorpi primari.
L’'immunopositivita per P-tau e PHF tau é stata djfiaata misurando la
densita ottica della regione CA2/CA3 ippocampalesgrioni colorate
usando un sistema applicato ad un software di inmeagNIH Image

Software, Bethesda, MD, USA).

3.6 Analisi Western blot
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| tessuti di topo sono stati omogeneizzati a 4h @n tampone di lisi
con un omogeneizzatore Teflon-glass (1700 rev/ngim).di tessuto sono stati
utilizzati per la determinazione delle proteine, & di proteine sono stati
risospesi nel tampone riducente SDS-blu di bronatere utilizzati per la
determinazione delle proteine. Le analisi tramites®rn blot sono state
condotte utilizzando gel di poliacrilamide con SQO9% per P-tau e PHF tau,
15% per la proteina Dkk-1, e 12% per le protein&/p35) e corso su un
apparato minigel o maxigel (Biorad, Mini o Maxi Bran 1l Cell; Biorad,
Milano, lItalia), I'elettroblotting del gel e stateseguito su una membrana
Immunblot PVDF (Biorad, Italia) per un’ora utilizzdo un sistema di
elettroblotting semi-asciutto (Biorad, Trans-blgstem SD) e i filtri sono stati
bloccati overnight in un tampone TTBS (100 mM TH€&H; 0.9% NacCl, 0.1%
Tween 20, pH 7.4) contenente 5% di latte in polveme grasso, per la proteina
fosforilata la soluzione bloccante conteneva 3%B8&A e 2% di latte in
polvere non grasso.

| blots per le proteine fosforilate sono stati ubati per 1 h a
temperatura ambiente con l'anticorpo primario gohale di coniglio anti-P-
tau (0.5 pg/ml, Oncogene, DBA, lItalia) e con I'antpo monoclonale di topo
anti-PHF-tau (PHF-1 pSEf e pSet® 1 pg/ml, fornito dal professor Peter
Davies, Albert Einstein College of Medicine, NY, RS

| blots per Dkk-1, Cdk5 e p35/25 sono stati indulkdN a 4°C con i
rispettivi anticorpi: policlonale di capra anti-Dik (2 pg/ml, R&D System),
monoclonale di topo anti-Cdk5 {ig/ml, Upstate Biotecnology, Lake Placid,

NY, USA), policlonale di coniglio anti-p35/25 (Z1g/ml, Santa Cruz
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Biotechnology, Tebu, France). | blots peftactina (anticorpo monoclonale di
topo; Sigma) sono stati incubati per 1 h a tempeasambiente (1:60,000).

| blots per GSK-B e Phospho-GSK{B(P-GSK-3) sono stati incubati
O/N a 4°C con i rispettivi anticorpi: monoclonaletopo anti-GSK-8 (1:200,
Santa Cruz Biotechnology, Tebu, France), policlerdilconiglio anti-P-GSK-
3B (1:1000, Cell Signaling Technology, Inc., Danver#, USA). | filtri sono
stati lavati per tre volte in tampone TTBS e quinmtubati con il relativo
anticorpo secondario legato alla perossidasi pdr ih TBS (anti-coniglio
1:7,000; anti-topo, 1:7,000; o anti-capra 1:2,0Dalbiochem, DBA, lItalia).

La marcatura immunologica €& stata rilevata tramite
chemioluminescenza indotta (Amersham Biosciencélsnig, Italia). L'analisi
densitometrica e stata condotta misurando lintandella banda. | risultati

sono espressi in unita arbitrarie di densita attica

3.7Valutazione dell'attivita enzimatica di GSK-33

La valutazione dellattivita di GSK{8e stata effettuata per
trasferimento del fosforo radioattiva®) dal [->°P]JATP ad un peptide
substrato usando un kit specifico (Sigma). La chiigastata precipitata da un
estratto di proteine ippocampali con un anticorpt-&SK-3B. La reazione €
stata effettuata a temperatura ambiente e fermatia@i dopo caricando 20l
della mistura su fogli di fosfocellulosa P81, dopoa serie di lavaggi la
radioattivita €& stata valutata mediante il beta nte (model SL 3801;

Beckman Coulter, Fullerto@A, USA).

3.8 Valutazione dell'attivita enzimatica di Cdk5
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Il lisato tissutale contenente 5Qf) di proteine e stato diluito in
tampone di lisi in un volume di 504 e prechiarificato con 5Ql di biglie di
proteina A (beads) (50% di tampone di lisi; Santaz@Biotechnology) a 4°C
per 2 ore. La Cdk5 e stata immunoprecipitata cpug 8li anticorpo anti-Cdkb5.
L’'immunoprecipitato e stato lavato con tamponeiglié con tampone chinasi
(20 mM Tris HCI, pH 7.4, 10 mNWgCl,, 1 mM EDTA, 10 uM NaF, e 1 uM
NaVO3) e risospeso in 3Ql di acqua. Sono poi stati aggiunti digdidi mix
chinasi [100 mM Tris HCI, pH 7.4, 50 mM MgCb mM EDTA,50 uM NaF,

5 UM NaVOs, 5 mM DTT, e 50 pMNF-H peptide (VKSPAKEKAKSPVK;
Sigma Genosys, Milano)] a 30 di immunoprecipitato. L’attivita chinasica é
stata valutata aggiungendo 5 pCi[§f°P]ATP (attivita specifica, 3 Ci/mmol,
GE Healthcare). La specificita dell’attivita &€ statonfermata in presenza di
roscovitina (1QuM). La reazione e stata quindi bloccata aggiungez@lpl di
acido tricloroacetico (10%) a 20 di mistura di reazione e il tutto & stato
quindi caricato su fogli di fosfocellulosa P81. tthaita della chinasi € stata

valutata al beta counter.

3.9 Test water maze di Morris

Il test water maze e stato condotto come desadidtdVorris (1984).
L’apparato sperimentale consisteva in un recipientmlare (diametro, 97 cm;
altezza 60 cm) contenente acqua a 24 + 1° C. L#afoama bersaglio
(diametro 10 cm) era sommersa 1 cm al di sottadrlperficie dell’acqua ed
era piazzata nel punto centrale di un quadranteidi@aforma era localizzata
in una posizione fissa, equidistante dal centr@lée pareti della piscina. La

piscina era situata in una stanza di test conteneani riferimenti visivi fissi.
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La sessione di acquisizione training € stata cdaadg® giorni dopo iniezioni
ripetute di MDMA (30 giorni dopo l'ultima delle dosli 30 mg/kg ripetute
giornalmente per 6 giorni). Ogni topo € stato gwikio ad una sessione
giornaliera comprendente 5 prove per 4 giorni ssgige(giorni 1-3) durante i
quali gli animali sono stati lasciati nella vasdbeti di nuotare fino alla
piattaforma di fuga. Se un animale non trovavaiddtgforma in un periodo di
60 s vi era delicatamente guidato. Agli animali evasentito di rimanere sulla
piattaforma per 20 s dopo averla raggiunta. | puamtinizio variavano in
maniera pseudo-casuale. La sessione di probeaedtattuata rimuovendo la
piattaforma dalla vasca e lasciando il topo libdronuotare per 60 s nella
vasca. |l tempo impiegato dall'animale a raggiuegkr piattaforma e stato
registrato e preso come indice inversamente prapuale alla capacita di
apprendimento spaziale. Un tempo di latenza lungol'immersione e |l
raggiungimento della piattaforma e stato interggeetacome  mancata

memorizzazione del percorso eseguito nelle progegatenti.

4. RISULTATI

4.1 Quantificazione tramite microdialisi della formazione di radicali liberi
La formazione di radicali liberi (ROS) é statautata, mediante micro
dialisi, in topi consci e liberi di muoversi traitacon MDMA (due dosi
successive di 25 mg/kg, i.p.), attraverso la detemmone dei livelli di acido
2,3 diidrossibenzoico (2,3-DHBA), ottenuto dall'dai salicilico presente nel

perfusato. Il trattamento con MDMA ha indotto ummediato aumento di ROS
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nell'ippocampo, ma, non ha avuto lo stesso effetedlo striato o nella

corteccia cerebrale (Figura 1).

4.2 Il trattamento con MDMA non causa morte neuronge nell’'ippocampo

E stato valutato se il trattamento con MDMA pogessusare morte
neuronale, attraverso un’analisi istologica eseguiediante colorazione di
Nissl e Fluoro Jade B (Figura 2). Non e stato, éviiato nessun segno di
morte neuronale, nella finestra temporale esamifia@a a sette giorni dopo un
trattamento acuto con MDMA, alla dose cumulativa5@i mg/kg o fino a
novanta giorni dopo un trattamento di sei giornn ddDMA, alla dose
cumulativa di 30 mg/kg/giorno, i.p.). Inoltre, lalorazione con Fluoro Jade B

non ha evidenziato la presenza di cellule in deganmene in tutti i campi

microscopici esaminati.

4.3 |l trattamento con MDMA determina gliosi reattiva nell'ippocampo
Nonostante la mancanza di morte neuronale, abbiam@to una
consistente gliosi reattiva nell'ippocampo di ttraittati con MDMA che molti
autori associano a danno cellulare. La gliosi nemthell’ippocampo era
transitoria in risposta ad un trattamento acuto MIDMA (osservabile tre
giorni dopo il trattamento) (Figura 3) e permange piu di 90 giorni in
seguito ad un trattamento ripetuto per 6 giornig@Fa 4). Infine, la
somministrazione di MDMA non provocava attivaziogkale nello striato

(Figure 3, 4).
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4.4 || trattamento con MDMA causa iperfosforilaziore della proteina tau
ippocampale.

E stata effettuata l'analisi semi-quantitativa ladetau fosforilata
attraverso immunoblotting della tau fosforilata nda sia un anticorpo
policlonale che riconosce la proteina tau fosftailn Set® (P-tau) che un
anticorpo monoclonale PHF-1 che riconosce la prat&u fosforilata in S&
e Sef® (PHF tau). Il trattamento acuto con MDMA induce aomento
transitorio sia dei livelli di PHF tau che di P-taell'ippocampo, visualizzabile
dopo un giorno per tornare a livelli normali dope giorni (Figura 5). Un
trattamento prolungato con MDMA ha indotto I'incremto sia dei livelli di
PHF tau che di P-tau ippocampale, visualizzabite fa sette giorni dopo
l'ultimo trattamento ma non piu visualizzabile a@®0 giorni dopo (Figura.
6). Un incremento nei livelli di tau é visualizzlbisette giorni dopo un
trattamento cronico a bassa dose di MDMA (10 mglieg/dati non mostrati).
L'analisi immunoistochimica di espressione ippocalmpuli P-tau e di PHF tau
(Figure 8 e 9) ha confermato il profilo temporalé idduzione della
fosforilazione della proteina tau. Lo studio coridasu base morfologica ha
consentito, inoltre, di osservare che l'aumenttariekforilazione di tau indotta
dallMDMA é regionalizzato in maniera specifica loelstrato radiato della
regione CA2 e nello strato lucido e radiato dekgione CA3. Il profilo
temporale di incremento di P-tau e PHF tau visaatz in immunoistochimica
e stato confermato dallimmunoblotting. Un aumetramsitorio dei livelli di
PHF tau e di P-tau, inoltre, & stato indotto dattéimento con MDMA nello
striato, ma e stato osservato, mediante immundtdptsolo in seguito a un

trattamento prolungato con MDMA (una dose cumuéativ 30 mg/kg/giorno

54



per sei giorni) e per un tempo molto ristretto ¢gsal giorno dopo I'ultimo
trattamento) (Figura 7). Il trattamento acuto coBMA non ha indotto alcun

incremento striatale dei livelli di PHF tau o did&4 (dato non mostrato).

4.5 Caratterizzazione delle vie molecolari coinvadt nella fosforilazione di
tau dopo trattamento con MDMA

La glicogeno sintetasi chinasp-3(GSK-3) e Cdk5 sono i due
principali enzimi coinvolti nella fosforilazione W& proteina tau
(Yamaguchi et al., 1996, Pei et al., 1997; 19989) 9L 'attivita dell'’enzima
GSK-3 é modulata negativamente dalla via canonica di,Vimtcui
funzione e inibita da Dkk-1, una glicoproteina star L'espressione della
proteina Dkk-1 e stata dimostrata nel tessuto celebdi pazienti con
malattia di Alzheimer, ed é la sua induzione e elata causalmente alla
fosforilazione della tau in neuroni in coltura tetit con (-amiloide
(Caricasole et al., 2004). In base a queste osgenia & stata quindi
valutata I'espressione di questa proteina nei togttati con MDMA. I
trattamento acuto ha condotto ad un incrementdedpliessione di Dkk-1
nell'ippocampo ad 1 e 3 giorni, in maniera similérecremento osservato
per la fosforilazione della tau. Un maggior incremoee stato riscontrato
dopo un trattamento cronico con MDMA, da un giofimm a sette giorni
dopo 'MDMA (Figura 10). L’analisi immunoistochiméc ha inoltre
dimostrato che l'induzione di Dkk-1 e localizzateeferenzialmente nelle
regioni CA2/CA3, in maniera particolare nello stradelle cellule
piramidali, sia intracellularmente che extracelimlante (Figura 10). Per

guanto riguarda lo striato, un lieve aumento nefipressione della proteina
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e stato osservato esclusivamente nei primi trengiche seguono un
trattamento di 6 giorni con MDMA (dati non mostjafpuesti dati mostrano
che 'MDMA causa una inibizione transiente della danonica di Wnt
attraverso l'induzione di Dkk-1. Questa ipotestata supportata misurando
I'attivita enzimatica di GSK8 nell'ippocampo degli animali trattati conuna
singola somministrazione di MDMA (25 mg/kg x2 i.p.) attivita
dellenzima aumenta ad un giorno dopo una singakzione per tornare a
livelli normali a tre giorni, quando I'espressiordd Dkk-1 € ancora
incrementata (Figura 11). E interessante notareecofivelli di GSK-3B
fosforilata in Set appaiono incrementati a 3 e 7 giorni dalla
somministrazione di MDMA ma non ad 1 giorno, su@geio una
complessa regolazione tempo-dipendente dell’atiditGSK-3 in risposta
al’lMDMA.

E stata anche esaminata I'espressione, di Cdk5 sudé partner
proteici p35, e il prodotto della degradazione 3bpp25 (Hisanaga e Saito,
2003) che e responsabile di una sostanziale ativazdi Cdk5. L'analisi
western blot dell’espressione di queste proteirlBipppcampo mostra un
aumento progressivo ad 1 e 3 giorni dopo un tratam acuto.
L’incremento era ridotto, ma ancora presente, dogaorni (Figura 12). In
topi trattati per 6 giorni con MDMA, i livelli siali p25 che di p35 erano
aumentati nell'ippocampo 7 giorni dopo l'ultima emione. Nessun
incremento venne riscontrato dopo 90 giorni. Altcario i livelli di Cdk5
mostravano soltanto un debole incremento ad 1 eioBnigdopo il

trattamento (Figura 13).
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Per esaminare la possibile relazione tra l'indoi® indotta da Dkk-1
della via di Wnt, l'attivazione della Cdk5 e la foslazione della tau, sono
stati utilizzati topidoubleridge,ovvero topi geneticamente modificati (mutanti
inserzionali), che mostrano la perdita di un enbartascrizionale del gene
Dkk1 (Adamska et al., 2003; MacDonald et al., 2004)li topi mostrano una
normale espressione di Dkk-1 nell'ippocampo, maua espressione non e
indotta in seguito al trattamento con MDMA, quarelsi sono comparati ai
topi di controllo dello stesso ceppo (C3H) (Figutd e 15). Inoltre il
trattamento acuto con MDMA determina fosforilaziondella tau
nell'ippocampo dei topdoubleridge sebbene in misura minore se tali topi
sono comparati ai topi di controllo (Figure 14 ¢.15

E stata esaminata la relazione causale tra kaitime di Cdk5 e GSK-
3B e la fosforilazione di tau mediante esperimeniindizione farmacologica
di tali enzimi. Il trattamento con un inibitore stivo di Cdk5, la roscovitina,
30 minuti prima di ognuna delle due consecutivei absMDMA, riduce
I'aumento del livello sia di P-tau che di PHF tadatti da MDMA (Figura 16).
Anche il trattamento con litio, che inibisce I'em&a GSK-3, riduce i livelli i
livelli di P-tau e di PHF tau dopo la somminista® di MDMA, sebbene in
minor misura rispetto alla roscovitina (Figura 1@)fine, un trattamento
combinato con roscovitina e litio ha abolito conta@ieente I'incremento della
fosforilazione di tau nell'ippocampo.

Nel complesso questi dati suggeriscono che latmedella
fosforilazione di tau indotto da MDMA nellippocamp € mediato

dall'attivazione di Cdk5 combinata con l'attivazeodi GSK-3.
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4.6 Alterazione della capacita di apprendimento spaale nei topi trattati
con MDMA

E stata condotta una valutazione dell'apprendimespiaziale negli
animali trattati per sei giorni con salina o MDM30Q(mg/kg). La valutazione e
stata effettuata ad una settimana (Figura 17) queh#tro settimane (Figura 18)
dopo l'ultima somministrazione di MDMA. Il risultatdi tale analisi ha
evidenziato che i topi trattati con MDMA presentanoa significativa
alterazione nell’apprendimento, gia dal secondereot giorno di sessione di
allenamento nel test water maze di Morris. Nel dasoui la piattaforma era
resa visibile non c’era differenza tra i topi tesitton MDMA ed i controlli (il
tempo di latenza per entrambi € inferiore a 10 sé@}pindicando I'assenza di

deficit motorio sensoriale.

5. DISCUSSIONE

Lo studio sperimentale eseguito documenta un’&idel’lMDMA
nell'indurre la fosforilazione della proteina taellippocampo, associato ad
una alterazione a lungo termine dell’apprendimesgaziale nel topo. Tale
effetto & stato documentato a dosi che coincidgpassimativamente con i
limiti massimi di dosaggio nei consumatori di MDM&reen et al. 2003).

L'iperfosforilazione della proteina tau é alla badella formazione di
filamenti accoppiati ad elica (PHF) e grovigli nefilorillari, che fanno parte
del quadro istopatologico caratterizzante la malatt Alzheimer, la demenza
fronto-temporale, e altre malattie neurodegeneza(@érundke-igbal et al.,
1986; Igbal et al. 1989; Lee et al, 1991). La eguenza della

iperfosforilazione della proteina tau e l'instatgilidei microtubuli con relative
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alterazioni citoscheletriche responsabili di digfioni neuronali (Alonso et al.,
1994; 2001).

L’induzione della fosforilazione di tau tramiteeiattivazione di GSK-
3B (Liu et al., 2006), iperattivazione di Cdk5 (Liab al., 2004) o inibizione
delle proteine fosfatasi (Sun et al., 2003) portadain danneggiamento della
memoria spaziale. Inoltre, topi transgenici cheriespno una forma tronca di
tau, soggetta alla fosforilazione, mostrano daniggnto nel test Morris
water maze, senza deficit nell’attivita locomotosj@ontanea o ansia (Hrnoka
et al., 2007).

Quindi, la scoperta dellincremento nella fosfazione di tau nei
neuroni ippocampali potrebbe contribuire a spiegdredanneggiamento
dell’apprendimento indotto da MDMA. L'iperfosfordgone di tau
nellippocampo € rapida e a breve termine dopo rattaimento acuto con
MDMA, ma permane per almeno una settimana a seglitosi ripetute di
MDMA. Cio suggerisce che la durata dell'iperfosfarione di tau sia correlata
con la durata della somministrazione del’MDMA.

E estremamente interessante notare che, nelleenosndizioni
sperimentali, la neurotossicita da MDMA é prevatenell'ippocampo e,
almeno, per quanto riguarda la fosforilazione di, tastretta alle aree
ippocampali CA2 e CA3, anche se rimane ancora daricgh la
preferenzialita per queste aree. Alle dosi utilizzan questo lavoro
'MDMA induce un consistente aumento della formamodi ROS
nellippocampo ma non determina differenze invetestriato e corteccia
cerebrale. Al contrario la somministrazione di métamina determina un

consistente aumento di ROS nello striato degli ahitnattati (Battaglia et
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al., 2002). Come altri derivati anfetaminici, 'NMDA stimola il rilascio
non vescicolare di catecolamine e serotonina degpere stato captato dalle
terminazioni nervose monoaminergiche. La neurotdasidel’lMDMA e
mediata dalla formazione di ROS da diverse sorgeti includono la
biotrasformazione di MDMA in metaboliti reattivi i et al., 1997; Tucker
et al., 1994; Jeng et al., 2006), e la ricaptaziaedla dopamina
extracellulare nelle terminazioni serotoninergideplete, dove la dopamina
e metabolizzata dalle MAO-B con formazione di peids d’idrogeno
(Montoya et al., 2002; Lyles e Cadet, 2003). C'éelavata densita di fibre
serotoninergiche nella regione CA3 (Bjarkam et 2003; Szyndler et al.,
2002), e un trattamento di 4 giorni con dosi neassiche di MDMA causa
regolazione selettiva dei recettori serotoninerdgeHT2C nella regione
CAS3, senza cambiamenti in altre aree ippocampalu(#t al., 1994).

Quindi, la regione CA3 potrebbe essere un targefepenziale per
MDMA a causa dell’'organizzazione anatomica delle wmonoaminergiche
afferenti. Una disfunzione dei neuroni CA3, causd#dl’iperfosforilazione
della proteina tau e dal danno citoscheletricorgidte compromettere |l
trasferimento della memoria dal giro dentato algione CA1 (Gruart et al.,
2006), causando il danno cognitivo indotto da MDMA.

GSK-33 e Cdk5 fosforilano la proteina tau in siti multjphclusi i due
siti (Sef®® e Set® rilevati dall'anticorpo PHF-1 (Gong et al., 2008u et al.,
2006; Sengupta et al., 2006). Tra le vie che regolattivita della GSK-8,
I'attenzione si e focalizzata sulla via “canoniadi” Wnt poiche l'induzione
dell'antagonista di Wnt, Dkk-1, € associata cofokforilazione della proteina

tau e con il danno neuronale in modahi vitro ed in vivo di malattie
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neurodegenerative (Caricasole et al., 2004; Capputcal., 2005; Busceti et
al., 2007).

L’interazione delle glicoproteine Wnt con i propartner recettoriali
frizzled ed LRP5/6 (low-density lipoprotein-receptelated proteins 5 e 6),
innesca una cascata di eventi intracellulari chattirano GSK-B e
proteggono laB-catenina libera dalla degradazione da parte deérsn
ubiquitina proteasoméHinck et al., 1994Aberle et al., 1997; Willert e
Nusse, 1998)Dkk-1, che € indotto in risposta ad un danno al DNi&ne
secreto extracellularmente e si lega ad LRP 5/6edapdo il legame con
Wnt (Zorn, 2001; Mao et al., 2002; Grotewaltd Ruther, 2002a,b).

La somministrazione di MDMA determina un incremedt livelli
di Dkk-1 nell'ippocampo degli animali trattati cam profilo temporale
simile all'incremento riscontrato per la fosforilaze di tau; I'espressione di
Dkk-1 e ristretta alla regione CA3 dell'ippocampo la marcatura
immunologica prevalente nel corpo cellulare deirorupiramidali e nello
spazio extracellulare (Cappuccio et al., 2005; Btiset al., 2007). Questo
suggerisce che Dkk-1 & prodotto dalle cellule geitampo e secreto nello
spazio extracellulare. Dkk-1 é indotto dalla sonigtmzione di MDMA in
seguito alla produzione di ROS ed al danno al DRfefzilli et al., 2007)
dal momento che Dkk-1 e target trascrizionale @ p&/ang et al., 2000),
che é il maggior sensore di danno al DNA nelleuteleucariotiche (Smith
e Seo, 2002; Seo e Jung, 2004).

L’altro enzima coinvolto nella fosforilazione diuaCdk5, € una
chinasi ciclina-dipendente non mitotica coinvolt@i nmeccanismi di

neurodegenerazione (Patrick et al., 1999, Lee.e2@D0; Patzke e Tsai,
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2002, Tseng et al., 2002; Lee e Tsai, 2003). Dusepre specifiche,
correlate ai neuroni, p35 e p39, sono necessaseffeecienti per attivare
Cdk5 per legame diretto (Dhavan e Tsai, 2001); m2f&® € generato da
clivaggio calpaina-dipendente di p35, iperattivak&dcausando danno
neuronale (Patrick et al., 1999, Nath et al., 200®pi transgenici che
iperesprimono p25 mostrano neurodegenerazioneoépged associate a tau
(Cruz et al., 2003).

La somministrazione di MDMA stimola I'espressioneCdlk5, p35 e
p25 nell'ippocampo fornendo un’evidenza indirette €dk5 sia attivato in
risposta alla somministrazione sistemica di MDMA.

Utilizzando topi doubleridge litio o roscovitina €& possibile
dimostrare una relazione causale tra attivazioneCdk5/GSK-B3 e
fosforilazione di tau, dal momento che i tagubleridge mostrano una
ridotta induzione di Dkk-1 poiché sono mancanti wi enancher
trascrizionale del gene per Dkk-1 (MacDonald et 2004); gli ioni litio
inibiscono I'attivita di GSK-B (Klein e Melton, 1996) ripristinando la via
di Wnt a valle del blocco di Dkk-1; la roscovitigéaun inibitore di Cdk con
attivita preferenziale su Cdk5 (Knockaert et 8002).

Negli animali pretrattati con litio 0 con roscowi si assiste ad un
ridotto incremento della fosforilazione della tawn iseguito alla
somministrazione di MDMA. Una combinazione di idiio e roscovitina
ha abolito completamente la fosforilazione di taurisposta al’MDMA.
Quindi, [lattivazione sia di Cdk5 che di GSK-3sono critiche per

'incremento della fosforilazione di tau indotta MDMA (Figura 15). Se
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esista una comunicazione tra queste due vie alguélello rimane ancora
da chiarire.

E di estrema importanza la dimostrazione che lansioistrazione
sistemica di MDMA é in grado di indurre cambiameigtici dei disordini
neurodegenerativi cronici associati a progressadido cognitivo, come la
malattia di Alzheimer e la demenza fronto-temparafdcuni dubbi
rimangono perd ancora da chiarire e sono attuaknianfase di studio: (1)
qual é il meccanismo primario tramite cui '’MDMAg@muove la cascata di
eventi intracellulari che conducono alla fosforitae di tau; (2) se esista
una relazione tra la frequenza della somministrezidi MDMA (o la dose
di MDMA) ed entita, durata e diffusione della foskazione di tau e (3)
gquanto sia forte l'associazione tra la fosforilaEo di tau e la

compromissione dell’apprendimento spaziale nel topo
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7. LEGENDA DELLE FIGURE

Di seguito viene riportata la legenda delle figesposte successivamente in
pagine singole per evidenziarne i dettagli. La nm@mnene delle figure

corrisponde a quella utilizzata nella tesi.

Figura 1-Misurazione della formazione di radicali liberirddicali liberi

sono stati dosati nell'ippocampo, nello striatcelancorteccia di topi trattati
con MDMA (25 mg/kg, i.p., due volte a distanza diedore). | valori
riportati corrispondono alla media S.E.M. *p<0.05 vs. i controlli trattati

con salina, #p<0.05 vs. i controlli trattati con MB..

Figura 2-Colorazione di Nissl e Fluoro-Jade B dell'ippocamgiotopi

sottoposti ad un trattamento acuto con MDMA (dasewaativa giornaliera
di 50 mg/Kg somministrata in 25 mg/kg, i.p., dudtea distanza di due
ore) o a somministrazioni ripetute per 6 giorniggl@umulativa giornaliera
di 30 mg/Kg somministrata in 15 mg/kg, i.p., dudtea distanza di due
ore). | gruppi di controllo venivano trattati coalisa. L'analisi e stata
condotta 7 giorni dopo il trattamento acuto e 9rmgi dopo il trattamento

giornaliero.
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Figura 3-Immunoistochimica per la proteina gliale fibrillaracidica
(GFAP) nellippocampo e nello striato di animali tteposti ad un
trattamento acuto con MDMA (50 mg/Kg, i.p.) Le imgna nella parte
superiore sono acquisite al confine tra ippocampstri@to a livello del

ventricolo laterale in sezioni sagittali.

Figura 4-Immunoistochimica per GFAP nell’ippocampo di toptteposti
ad un trattamento ripetuto con MDMA (30 mg/Kg/6 rgio i.p.) Le
immagini nella parte superiore sono acquisite alfioe tra ippocampo e

striato a livello del ventricolo laterale in sezisagittali.

Figura 5-Analisi Western Blot dei livelli di P-tau e di PHRFau
nell'ippocampo di topi sottoposti ad un trattaneeatuto con MDMA (50
mg/Kg). Sono riportati i valori medi £ S.E.M. dat@nati tramite scansione
densitometrica. *p<0.05 (OneWay ANOVA + Fisher'sSR)) vs i controlli

trattati con salina.

Figura 6-Analisi Western Blot dei livelli di P-tau e di PHRau
nell'ippocampo di topi sottoposti ad un trattantenpetuto con MDMA
(30 mg/Kg/6 giorni). Sono riportati i valori medi $.E.M. determinati
tramite scansione densitometrica. *p<0.05 (OneW#&ONA + Fisher's

PLSD) vs i controlli trattati con salina.
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Figura 7-Analisi Western Blot dei livelli di P-tau e di PH&u nello striato
di animali sottoposti ad un trattamento ripetutm dDMA (30 mg/Kg/6
giorni). Sono riportati i valori medi £ S.E.M. dete@nati tramite scansione
densitometrica. *p<0.05 (OneWay ANOVA + Fisher's$t) vs i controlli

trattati con salina.

Figura 8-Analisi immunoistochimica di P-tau e di PHF tauliigbocampo
degli animali sottoposti ad un trattamento acuto RIDMA (50 mg/Kg). E’
possibile notare che l'incremento di espressione-tiu e PHF tau riguarda

selettivamente le regioni ippocampali CA2/CA3.

Figura 9-Analisi immunoistochimica di P-tau e di PHF tauligbocampo
di topi sottoposti ad un trattamento ripetuto ddDMA (30 mg/Kg/6
giorni). E’ possibile notare che l'incremento dpesssione di P-tau e PHF

tau riguarda selettivamente le regioni ippocamPal2/CA3.

Figura 10-(A) Analisi immunoistochimica di Dkk-1 nell'ippocampa tpi
sottoposti ad un trattamento i.p. con MDMA acut0 (Bg/Kg) o ripetuto
(30 mg/Kg/6 giorni). E’ possibile notare che l'iecnento di espressione di
Dkk-1 riguarda selettivamente le regioni ippocam@#2/CA3. (B) Analisi

Western Blot dei livelli di Dkk-1 nell’ippocampo dopi sottoposti ad un
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trattamento con MDMA acuto (50 mg/Kg) o ripetutd® (81g/Kg/6 giorni).
Sono riportati i valori medi £ S.E.M. determinatiamite scansione
densitometrica. *p<0.05 (OneWay ANOVA + Fisher'sSB)) vs i controlli

trattati con salina.

Figura 11-(A) Analisi western blot dGSK-33 e P-GSK-B nell'ippocampo
di topi trattati con MDMA. Gli animali sono stasottoposti ad un
trattamento con MDMA acuto (50 mg/KdpB) Attivita di GSK-3 misurata
nell'ippocampo di animali trattati con MDMA (tratteento acuto, dose
cumulativa = 50 mg/kg., i.p.) e sacrificati ad wugicano dal trattamento. |
valori riportati in cpm sono espressi come mediaS#E.M. di 6

determinazioni.

Figura 12-Analisi Western Blot dei livelli di p35, p25 e Cdk5
nell'ippocampo di topi sottoposti ad un trattaneeabn MDMA acuto (50
mg/Kg). Sono riportati i valori medi £ S.E.M. dat@nati tramite scansione
densitometrica. *p<0.05 (OneWay ANOVA + Fisher'sSR)) vs i controlli

trattati con salina.

Figura 13-Analisi Western Blot dei livelli di p35, p25 e Cdk5
nell'ippocampo di topi sottoposti ad un trattantenpetuto con MDMA

(30 mg/Kg/6 giorni). Sono riportati i valori medi $.E.M. determinati
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tramite scansione densitometrica. *p<0.05 (OneW&ONA + Fisher's

PLSD) vs i controlli trattati con salina.

Figura 14-Analisi immunoistochimica di Dkk-1, P-tau e PHF-tau
nell'ippocampo di topi ipomorfici per Dkk-1 (topioubleridgé e topi wild
type (C3H) dopo un giorno da un trattamento accda MDMA (50

mg/Kg, i.p.).

Figura 15-Analisi Western Blot dei livelli di Dkk-1, P-tau dnPHF tau
nell'ippocampo di topi ipomorfici per Dkk-1 (topioubleridgé e topi wild
type (C3H) dopo un giorno da un trattamento acotoMDMA (50 mg/Kg,
i.p.). Sono riportati i valori medi £+ S.E.M. detamati tramite scansione
densitometrica. p<0.05 (OneWay ANOVA + Fisher's BLSs i controlli

trattati con salina (*) o vs. il rispettivo gruppdotopi wild-type (#).

Figura 16-(A) Analisi immunoistochimica di P-tau e PHF tau
nell'ippocampo di topi sottoposti ad un trattameatmto con MDMA (50
mg/Kg, i.p.)_+ ioni litio e/o roscovitina (Rosc). Il litio € dtasomministrato
i.p. sottoforma di LiCl alla dose di 1 mEqg/kg odré ore per i 7 giorni che
precedono il trattamento con MDMA o salina. La matina e stata
iniettatai.c.v. alla dose di 30 nmol/gl, due volte, 30 min prima di ciascuna

iniezione di MDMA o salina. Il veicolo era costitoida DMSO al 50% in
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salina. Gli animali sono stati sacrifica 24 h dalpwattamento con salina o
MDMA. (B) Analisi western blot dei livelli di P-tau e PHF taagli animali
trattati come riportato in (A). Sono espressi iovalmedi = S.E.M.
determinati tramite scansione densitometrica. *s@OneWay ANOVA +

Fisher's PLSD) vs i controlli trattati con salina.

Figura 17-L’apprendimento spaziale e stato valutato medidntest di
Morris water maze in sessioni di allenamento caigtitda 5 prove al giorno
eseguite per 3 giorni. L'analisi & stata condotta topi trattati
intraperitonalmente per 6 giorni con salina o MDMB0 mg/kg, i.p.,
somministrata in due dosi di 15 mg/Kg a intervdlli2 ore) 7 giorni dopo
l'ultima iniezione. | valori riportati corrispondonalla media +S.E.M. di 6
determinazioni per gruppo sperimentale. *p<0.05i wnntrolli trattati con

salina.

Figura 18-L’apprendimento spaziale é stato valutato medidntest di
Morris water maze in sessioni di allenamento caigéitda 5 prove al giorno
eseguite per 3 giorni. L'analisi e stata condotta topi trattati
intraperitonalmente per 6 giorni con salina o MDMB0 mg/kg, i.p.,
somministrata in due dosi di 15 mg/Kg a intervdil2 ore) 30 giorni dopo
l'ultima iniezione. | valori riportati corrispondonalla media +S.E.M. di 6
determinazioni per gruppo sperimentale. *p<0.05i w@ntrolli trattati con

salina.
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