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RIASSUNTO

La sindrome di Down, una condizione dovuta alla trisomia del cromosoma 21, € la piu
comune causa di ritardo mentale su base genetica, con un’incidenza compresa tra 1 su 700 e 1
su 1000 nati vivi. Gli individui affetti da sindrome di Down mostrano una disabilita variabile,
da leggera fino a grave, con disfunzioni a carico delle abilita linguistiche, motorie, cognitive e
del comportamento adattativo.

Lo studio neurobiologico della sindrome di Down si avvale di numerosi modelli murini
transgenici. Nel topo, i geni omologhi a quelli presenti sul braccio lungo del cromosoma
umano 21 (hsa 21) sono distribuiti su tre cromosomi: 10, 16, 17. Il modello piu studiato e il
topo Ts65Dn, che presenta numerose anomalie morfologiche e cognitive del tutto paragonabili
a quelle umane, con ben documentati deficit visivi, di attenzione, memoria e apprendimento,
dovuti a una parziale trisomia del cromosoma 16 a seguito di una traslocazione robertsoniana.
Numerosi studi hanno dimostrato che i deficit cognitivi del topo Ts65Dn sono dovuti a severe
compromissioni della plasticita sinaptica a lungo termine, causate da una eccessiva inibizione
GABAergica a livello dei circuiti cerebrali.

Di grande interesse clinico e la ricerca di strategie terapeutiche non invasive, idonee
all’applicazione sugli individui con sindrome di Down, che siano in grado di ridurre i livelli di
inibizione e di promuovere il recupero cognitivo negli individui affetti. Tra i trattamenti piu
promettenti, una recente pubblicazione dell'lstituto di Neuroscienze del CNR di Pisa (Sale et
al, Nature Neuroscience - 2007) ha messo in evidenza come protocolli di arricchimento
ambientale (AA) possano essere utilizzati con successo negli animali da laboratorio per
abbassare il tono di inibizione corticale e riaprire finestre di plasticita neurale anche in
individui in eta adulta. I risultati di Sale e collaboratori mostrano che I’AA induce un completo
recupero delle funzioni visive in roditori adulti ambliopi e che tale recupero € dovuto a una
marcata riduzione del tono GABAergico. Tali dati aprono l'interessante possibilita che I'AA
possa essere impiegato proficuamente nel trattamento di altre patologie neurologiche
caratterizzate da un’eccessiva inibizione cerebrale, come la sindrome di Down. Una ricerca
molto recente (Begenisic et al., Frontiers in Cellular Neuroscience - 2011) ha dimostrato che
I'esposizione a sei settimane di AA in topi Ts65Dn adulti induce un marcato recupero delle
capacita di apprendimento e memoria spaziale, dei livelli di plasticita sinaptica ippocampale e
delle funzioni visive, assieme ad una riduzione del GABA rilasciato nel lobo limbico e in

corteccia visiva.



Un campo di studi di grande interesse clinico e quello relativo alla ricerca di farmaci in
grado di riprodurre gli effetti benefici indotti dall’AA (enviromimetic drugs). Nel topo Ts65Dn,
la somministrazione sistemica di antagonisti dei recettori GABA-a o GABA-b porta ad una
normalizzazione del rilascio di GABA e al recupero delle capacita di apprendimento spaziale e
dei livelli di Long-Term Potentiation (LTP) nella circuiteria ippocampale.

Nonostante queste evidenze, non sono ancora disponibili trattamenti farmacologici approvati
dalla FDA (Food and Drug Administration) capaci di migliorare le condizioni di un soggetto

affetto da sindrome Down.

La presente Tesi di Laurea intende investigare gli effetti di un trattamento cronico con
fluoxetina nel recupero delle disfunzioni mnemoniche e di plasticita sinaptica ippocampale nel
topo Ts65Dn. La fluoxetina e un inibitore selettivo del reuptake della serotonina attualmente
utilizzato come trattamento farmacologico standard per numerose patologie psichiatriche.
Nella prima parte della Tesi ho eseguito uno studio volto a stabilire un dosaggio appropriato
per minimizzare il rischio di effetti collaterali. Precedenti studi hanno dimostrato come la
fluoxetina abbia un'azione pro-convulsivante in modelli animali; inoltre, un dosaggio elevato
di tale farmaco puo essere responsabile di crisi di tipo epilettico anche nell'uvomo. Tramite
un’'indagine dose-effetto ho potuto stabilire che il dosaggio di 10 mg/Kg/die si dimostra sicuro
nei topi Ts65Dn, non lasciando registrare nessun caso di attacchi convulsivi o morti
improvvise. Nella seconda parte della Tesi, ho quindi potuto valutare gli effetti di un
trattamento cronico con fluoxetina al dosaggio precedentemente stabilito; la fluoxetina e stata
somministrata nell'acqua da bere per 8 settimane. I risultati hanno mostrato che tale
trattamento consente un recupero delle abilita di memoria spaziale e della plasticita sinaptica
ippocampale nei topi Ts65Dn adulti.

Complessivamente, i risultati riportati nella presente Tesi di Laurea suggeriscono una
possibile applicazione clinica della fluoxetina nel trattamento delle disfunzioni fenotipiche

associate alla sindrome di Down.



1 - INTRODUZIONE

1.1 - Laplasticita cerebrale

Con il termine “plasticita cerebrale” si indica quel processo fondamentale per lo
sviluppo adattativo dei circuiti nervosi che si esplica tramite la capacita, propria del sistema
nervoso, di riorganizzare le sue connessioni, sia strutturalmente che funzionalmente, in
risposta a cambiamenti dell’ambiente circostante. Il grado di plasticita cerebrale cambia
durante l'arco della vita: € molto alto all’epoca dello sviluppo, mentre decade
progressivamente col passaggio alla vita adulta, delineando l'apertura e la chiusura di una
finestra temporale, denominata periodo critico (PC), in cui i livelli di plasticita sono molto
elevati e le connessioni nervose altamente suscettibili a cambiamenti in risposta agli stimoli
esterni. L'esistenza del PC & stata documentata in numerose regioni cerebrali, coinvolte in
molteplici funzioni sensoriali e cognitive (Berardi et al., 2000; Hensch, 2004).

I primi pionieristici risultati furono prodotti da Hubel e Wiesel che, negli anni ’60,
proposero il sistema visivo come modello paradigmatico per lo studio della plasticita
esperienza-dipendente nel sistema nervoso centrale. Tramite registrazioni elettrofisiologiche
dalla corteccia visiva primaria (V1), questi autori notarono che i due occhi attivano i neuroni
corticali visivi in maniera differenziale e che le cellule che mostrano la stessa preferenza per
uno dei due occhi sono raggruppate in colonne di dominanza oculare. In seguito, Hubel e
Wiesel riportarono che l'occlusione precoce di un occhio tramite sutura delle palpebre
(deprivazione monoculare) durante lo sviluppo determina uno spostamento di dominanza
oculare nei neuroni corticali, vale a dire una riduzione nel numero delle cellule che
rispondono all’occhio suturato e un robusto incremento del numero di cellule che rispondono
all’'occhio aperto (Hubel and Wiesel, 1963). Tale spostamento di dominanza oculare e stato
riscontrato in tutte le specie con visione binoculare fino ad oggi studiate e, se la deprivazione
monoculare viene protratta per lunghi periodi, si accompagna a deficit di sviluppo dell’acuita
visiva e riduzione della sensibilita al contrasto nell’occhio deprivato, una condizione nota con
il termine di ambliopia.

[ livelli di plasticita sono strettamente dipendenti dalla maturazione dei circuiti
inibitori cerebrali, regolatori chiave dei processi di modificazione sinaptica esperienza-
dipendente, per la loro capacita di modellare i pattern di scarica neuronali. Grazie alla tecnica
del gene-targeting, questa ipotesi e stata testata direttamente sopprimendo I'espressione di

un enzima responsabile della sintesi del GABA (acido y-amminobutirrico), riducendone cosi i
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livelli e il rilascio nei terminali sinaptici. I topi che non possono esprimere questo enzima non
presentano plasticita di dominanza oculare in risposta a deprivazione monoculare (Hensch et
al,, 1998). In seguito, da differenti approcci sperimentali sono emersi risultati convergenti che
hanno confermato il ruolo chiave dell'inibizione GABAergica nello sviluppo cerebrale e nella
plasticita (Huang et al., 1999; Fagiolini e Hensch, 2000; Cancedda et al., 2004; Di Cristo et al,,
2007; Sugiyama et al., 2008). In particolare, trattamenti farmacologici o comportamentali in
grado di abbassare i livelli cerebrali di GABA si sono dimostrati in grado di riaprire, nel
cervello adulto, finestre di plasticita simili al PC (Sale et al, 2007; Maya-Vetencourt et al,,
2008; Harauzov et al, 2010). Queste scoperte suggeriscono che i livelli di inibizione
intracorticale regolino la plasticita attraverso due soglie: la prima corrispondente al livello
minimo oltre la quale la plasticita esperienza-dipendente diviene possibile; la seconda il livello
oltre il quale il potenziale di plasticita si riduce notevolmente (chiusura del PC) (Feldman,
2000; Sale et al.,, 2010).

Un altro fattore chiave coinvolto nella regolazione del PC in corteccia visiva é la
neurotrofina Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF), che promuove la maturazione
dell'inibizione GABAergica corticale e, in parallelo, la chiusura del PC e la maturazione

dell’acuita visiva (Huang et al., 1999).

1.2 - Overinhibition e disfunzioni di plasticita cerebrale

Mentre la maturazione fisiologica del sistema GABAergico e fondamentale per lo
sviluppo normale della plasticita neurale, livelli eccessivi di inibizione possono causare stati
patologici associati a gravi deficit cerebrali. Ad esempio, una eccessiva inibizione
(overinhibition) (Fernandez e Garner, 2007; Baroncelli et al., 2010) diminuisce i livelli generali
di attivita nervosa, ostacolando i processi di rimodellamento sinaptico in risposta agli input
sensoriali.

Un recente modello presentato da Fernandez e Garner propone che un’intera classe di
disordini intellettivi dello sviluppo (Development Intellectual Disorders - DID) siano correlati
ad elevati livelli di inibizione dei circuiti neuronali. I DID sono forme di menomazione
cognitiva non progressiva che colpiscono il 2-3% della popolazione nel mondo
industrializzato. Gli affetti sono caratterizzati da un QI inferiore a 70 e da un marcato deficit
delle capacita cognitive, adattative ed interpersonali. L'ipotesi e che i DID siano il risultato di

cambiamenti a lungo termine nell’eccitabilita neuronale, causati da un aumento della
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componente inibitoria nei circuiti nervosi. Tale componente comprometterebbe i processi di
plasticita associativa che sono alla base dell’'apprendimento e della memoria nell’adulto
(Fernandez and Garner, 2007).

Un esempio paradigmatico di DID associato a overinhibition e rappresentato dalla

sindrome di Down (SD).

1.3 - La sindrome di Down
1.3.1 - Definizione

La sindrome di Down, una patologia causata dalla triplicazione del cromosoma 21
(Cr21), e la causa piu frequente di ritardo mentale su base genetica, rappresentando il 30%
dei casi (Fig. 1.1.). La SD costituisce un serio problema di salute pubblica, con piu di 500.000
affetti in Europa, molti dei quali incapaci di condurre una vita autonoma. La SD interessa tutte
le etnie ed entrambi i sessi, con stime su scala mondiale che attestano un’incidenza di 1 su
700-1000 nati vivi (Shin et al., 2009). L'incidenza correla positivamente con I'eta della madre,
come conseguenza del fatto che, con il passare degli anni, i meccanismi di controllo della
disgiunzione meiotica perdono efficacia, cosi come le difese biologiche deputate
all’'eliminazione degli zigoti anomali. Nello specifico, l'incidenza della SD aumenta
rapidamente dopo i 35 anni di eta della madre, passando da 1 caso su 2500 nati vivi (madre di
eta inferiore ai 20 anni) ad 1 caso su 50-100 nati da madri di eta maggiore ai 40 anni. In realta,
i concepimenti di zigoti con trisomia 21 sono molto piu frequenti, ma circa 3 casi su 4 si
evolvono in un aborto o nella nascita di un bambino morto. Se questo non succedesse

I'incidenza della sindrome all’'interno della popolazione salirebbe a circa 1 caso ogni 200 nati
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Fig. 1.1. Cariotipo di un uomo con SD; in evidenza la triplicazione del cromosoma 21

Benché gli individui affetti da SD possano presentare svariate disfunzioni di
importanza clinica anche rilevante, i deficit cognitivi ne sono la caratteristica predominante. Il
quoziente intellettivo (QI) dei soggetti con SD si attesta in media attorno a 50 (in un range che
varia da 30 a 70). L'infanzia e caratterizzata da un ritardo nello sviluppo cognitivo e da valori
di QI che addirittura decrescono dal primo anno di eta fino alla tarda infanzia (Rachidi e
Lopes, 2008). 1l fenotipo comportamentale associato alla SD si manifesta durante I'infanzia e si
aggrava con il passare degli anni. Esso e caratterizzato da una compromissione del linguaggio,
delle capacita motorie e cognitive e dei comportamenti adattativi. Negli individui adulti con
SD, inoltre, e stato visto che i valori di QI possono ulteriormente ridursi in concomitanza con
la comparsa precoce della demenza di tipo Alzheimer.

Grazie ai progressi nelle cure mediche, oggigiorno gli individui con SD possono vivere
piu a lungo che in passato, anche rispetto ai propri genitori. Per questo motivo, la necessita di
ricercare strategie terapeutiche in grado di migliorare la situazione legata al ritardo mentale
sta diventando sempre piu urgente. Tuttavia, al momento non esistono terapie in grado di
contrastare l'insorgenza delle alterazioni nello sviluppo del sistema nervoso o di alleviare

significativamente i deficit associati alla SD.

1.3.2 - Eziopatogenesi

I1 95% dei casi di SD si verifica per una non-disgiunzione durante la prima divisione
meiotica dell’oocita (trisomia libera) (Lejeune, Gautiere e Turpin, 1959; Antonarakis et al.,
2004; Lyle et al,, 2008; Scriver et al., 2001).

I meccanismi biologici che portano alla produzione e divisione degli oociti sono alla
base dell'ipotesi, ormai comprovata da tempo (Penrose, 1933; Penrose, 1934), di una
correlazione tra incidenza della patologia ed eta materna. Sono state proposte diverse teorie
che mirano a spiegare l'effetto dell’eta materna. Lipotesi ad oggi piu accreditata & che
avvengano errori di segregazione durante la meiosi di oociti disomici normali, come
dimostrano numerosi studi (Hunt e Hassold, 2008; Jones, 2008; Mailhes, 2008; Martin, 2008;
Oliver et al., 2008; Allen et al., 2009; Ghosh et al., 2009). In particolare, la non-disgiunzione
meiotica potrebbe essere influenzata dalla durata della meiosi femminile: gli oociti primari si

formano molto precocemente durante lo sviluppo ed entrano nella profase della prima
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divisione meiotica molto prima della nascita. La meiosi I si completa solo all’ovulazione, di
conseguenza l'ovocita di una donna con piu di 35 anni puo avere accumulato, durante tutto
questo periodo, diversi errori metabolici, oppure fattori ambientali possono danneggiare la
cellula e favorire I'aneuploidia al momento del completamento della meiosi. In casi piu rarij, il
cromosoma soprannumerario e di origine paterna. Al contrario, 'eta paterna non risulta
essere un fattore di rischio. A differenza degli oociti, gli spermatozoi vengono prodotti
continuamente a partire dalla puberta, senza intervalli nelle divisioni meiotiche; questo
potrebbe spiegare l'origine materna della maggior parte delle aneuploidie nell’'uomo.

La non-disgiunzione meiotica porta alla formazione di un gamete con 24 cromosomi e
puod avvenire in meiosi I o II. L'unione di questo gamete con uno caratterizzato da assetto
cromosomico normale dara origine a un embrione con 47 cromosomi (cariotipo 47, XX, +21
oppure 47 XY, +21). Nel 3-4% dei casi, il Cr21 soprannumerario puo derivare da una
traslocazione robertsoniana. Il braccio lungo del Cr21 e fuso con un altro cromosoma,
generalmente acrocentrico (Pueschel et al., 1982; Hook et al., 1983; Koremberg et al., 1994;
Lyle et al., 2008). La pitl comune traslocazione robertsoniana coinvolge i cromosomi 14 e 21
(t(14;21)) ed é prodotta da scambi che avvengono in corrispondenza della porzione
prossimale dei bracci corti. La fusione dei bracci corti porta alla formazione di un cromosoma
in cui sono presenti entrambi i centromeri, ma con un comportamento finale corrispondente
al funzionamento di uno solo dei due. Il piccolo frammento acentrico viene perso, ma senza
conseguenze patologiche, poiché e costituito soltanto da sequenze ripetute di rDNA, presenti
anche su altri cromosomi acrocentrici. Un individuo portatore presenta quindi due copie del
braccio lungo del Cr21 e del Cr14 (21q e 14q) ed una sola copia del braccio corto di entrambi i
cromosomi (21p e 14p); nonostante posseggano soltanto 45 cromosomi, si tratta di persone
sane che per0 hanno una maggiore probabilita di generare figli affetti da SD. Durante la
meiosi, infatti, i portatori della traslocazione possono produrre gameti sbilanciati che, se
fecondati, daranno origine a zigoti monosomici (abortiti spontaneamente) oppure trisomici.
La SD da traslocazione robertsoniana viene definita anche familiare, in quanto nel 50% dei
casi la traslocazione e presente in un genitore eterozigote. Nel restante 50% dei casi, si origina
per una traslocazione de novo. La trisomia familiare non ha alcuna relazione con I’eta materna

e puo derivare sia dal padre che dalla madre.
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1.3.3 - Deficit comportamentali in individui con sindrome di Down

Anche se alcuni individui con SD risultano avere un QI classificabile nel range della
normalita, di solito il QI negli individui affetti ricade nella fascia di punteggio che indica un
grave ritardo mentale (25-55). Inoltre, raramente I'’eta mentale supera gli 8 anni di eta. Negli
individui Down il QI non e costante durante I'arco della vita, ma decresce con I'eta, mostrando
una precoce decelerazione tra i 6 mesi e i 2 anni e un sostanziale declino durante
I'adolescenza. | bambini con SD mostrano, inoltre, un’incompleta e ritardata acquisizione delle
capacita motorie, linguistiche, cognitive e adattative rispetto ai loro coetanei sani ed un
aumentato rischio di sviluppare svariate psicopatologie.

Capacita motorie. | bambini con SD non sono capaci di rotolarsi fino ai 5-6 mesi di eta e
non sono capaci di sedersi autonomamente fino agli 8-11 mesi. Il ritardo & piu grave per gli
schemi motori pit complessi: il gattonamento comincia a 12-17 mesi e la capacita di
camminare viene acquisita tra i 15 e i 74 mesi (Vicari, 2006). Inoltre, sono presenti schemi
posturali di movimento atipici (Lydic, 1979).

Fonazione e capacita linguistiche. I bambini Down presentano una lenta transizione dal
balbettio alla parola e attraversano un periodo piu lungo di errori fonologici con scarsa
intelligibilita (Chapman e Hesketh, 2000; Stoel Gammon, 2001). Neonati e bambini con SD
mostrano un ritardo di maturazione nel lessico e nella sintassi, risultante, durante
I'adolescenza e nell’eta adulta, in capacita linguistiche molto ridotte. La comprensione
linguistica e invece relativamente piu avanzata della sintassi (Dykens et al., 1994; Chapman e
Hesketh, 2000; Vicari, 2006).

Capacita visuo-spaziali. Gli individui con SD si esprimono in maniera significativamente
piu semplice rispetto agli individui di pari eta mentale quando il materiale visuo-percettivo e
le immagini devono essere elaborate. Tuttavia, quando I'operazione comporta I’elaborazione
di dati spaziali, le prestazioni degli individui Down sono simili a quelle dei controlli (Vicari,
2006).

Apprendimento e memoria. Molti studi hanno dimostrato una compromissione della
memoria verbale a breve termine e di quella esecutiva in individui con SD (Vicari, 2006). |
processi automatici che richiedono attenzione fanno parte della memoria implicita, mentre la
memoria esplicita si occupa di apprendimento volontario e richiede una codifica delle
informazioni, strategie di recupero e un alto grado di attenzione. I bambini con SD hanno
capacita di apprendimento normali per i compiti che coinvolgono la memoria implicita ma
manifestano un indebolimento selettivo della memoria esplicita, con una scarsa codifica delle

informazioni, una capacita di recupero ridotta e deficit dell’attenzione (Carlesimo et al., 1997;
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Vicari et al., 2000). Inoltre, bambini e adulti affetti presentano gravi deficit nelle capacita di
apprendimento ippocampo-specifiche e in quelle dipendenti dall'integrita del sistema
prefrontale (Nadel, 2003).

Disturbi neurocomportamentali. La comorbilita di disturbi neurocomportamentali e
psichiatrici in bambini con SD e stata stimata in un range che varia dal 18% al 38%. I disturbi
neurocomportamentali nei bambini affetti possono includere un aumento dell'attivita motoria
e dell'impulsivita, capricci, agitazione o ansia, movimenti ripetitivi, risposte sensoriali alterate,
un’atipica processazione neurocognitiva e, raramente, disinteresse per l'interazione sociale
(Capone, 2006). Ansia, depressione e asocialita cominciano ad essere evidenti sin dall'infanzia,
e sono correlati positivamente con I'eta (Chapman e Hesketh, 2000).

Demenza precoce di tipo Alzheimer. Una caratteristica peculiare della SD e I'elevato
rischio di insorgenza della malattia di Alzheimer dopo i 35 anni di eta. Negli adulti con SD
possono essere individuate due fasi del declino cognitivo: la prima corrisponde ad un calo
della performance cognitiva a causa di problemi nella formazione di nuovi ricordi a lungo
termine; la seconda alla perdita delle memorie riguardanti i comportamenti appresi. Questi
processi sono ritenuti dipendenti, nella prima fase, dall’accumulo di placche senili (come nella
malattia di Alzheimer) e, nella seconda fase, da una marcata morte neuronale. La perdita della
memoria visiva a breve termine e stata proposta come uno dei primi segni di demenza nella

SD (Crapper-McLachlan, 1986).

1.3.4 - Neuroanatomia della sindrome

Il cervello di un individuo affetto da SD é caratterizzato da un telencefalo meno
sviluppato in senso antero-posteriore, con riduzione dei lobi frontali, appiattimento dei poli
occipitali e restringimento del giro temporale superiore (Schapiro et al., 1987; Schmidt-Sidor
et al,, 1990; Wisniewski, 1990; Becker et al, 1991; Weis et al, 1991; Raz et al, 1995; Pinter et
al, 2001). Inoltre, gli individui con SD presentano una caratteristica riduzione del volume
cerebrale. La riduzione piu evidente si ha nelle regioni frontali, temporali e cerebellari, mentre
le regioni parietali e occipitali sono relativamente conservate (Pinter et al, 2001). La
riduzione delle dimensioni del cervello puo essere fatta risalire ai primi stadi dello sviluppo,
come un’ipotrofia delle strutture ippocampali e del cervelletto presente durante la gestazione
(Winter et al,, 2000; Guidi et al., 2008, 2011a). In individui con SD che non presentano

demenza e stata riportata una riduzione del volume della materia grigia del cervelletto, del
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giro dentato (GD), della parte mediale del lobo frontale sinistro, del giro temporale destro e
dell'ippocampo sinistro (White et al., 2003). Inoltre, I'atrofia del corpo calloso e presente negli
adolescenti con SD (Wang et al, 1992), mentre negli adulti non dementi & accompagnata
dall’atrofia della commissura anteriore (Sylvester, 1986; Teipel et al., 2003). Una composizione
biochimica difettosa della mielina ed un ritardo nella formazione della stessa (Banik et al,,
1975; Shah, 1979; Wisniewski e Schmidt-Sidor, 1989; Becker et al., 1991; Koo et al., 1992)
possono avere un ruolo chiave nel determinare questo particolare fenotipo a livello
strutturale.

Per quanto riguarda la microstruttura cerebrale, la densita cellulare appare normale
all'inizio della gestazione, ma il numero dei neuroni risulta minore alla fine della stessa (dopo
19-23 settimane); questa riduzione del numero cellulare prosegue per tutte le prima fasi della
vita (Golden e Hyman, 1994; Weitzdoerfer et al., 2001; Guidi et al.,, 2008). Nei feti affetti, la
laminazione della corteccia e ritardata e disorganizzata (Golden e Hyman, 1994), il numero
totale dei neuroni nel GD e nel giro paraippocampale é ridotto (Guidi et al., 2008) e gli strati
cellulari del cervelletto manifestano un’ipocellularita molto evidente (Guidi et al., 2011a).
Studi morfometrici mostrano un numero ridotto di neuroni, una minore densita e una
disgenesia corticale (Wisniewski, 1990). [ bambini e gli adulti affetti sono caratterizzati da una
ridotta densita di cellule dei granuli nel cervelletto (Baxter et al.,, 2000) e da un numero molto
ridotto di neuroni nel nucleo cocleare ventrale (Gandolfi et al., 1981). Il cervello affetto da SD
presenta anomalie citoarchitettoniche e una riduzione significativa del numero di cellule
granulari soprattutto nei campi 3, 17 e 41 (Ross et al., 1984).

Parallelamente al fenotipo neuronale, sono evidenti numerose alterazioni a carico delle
cellule gliali. I feti con SD manifestano un aumento del rapporto astrociti-neuroni in tutte le
strutture ippocampali (Guidi et al., 2008). Lipertrofia astrocitaria e 'aumento nel numero
degli astrociti possono essere riscontrati sia durante lo sviluppo che in un cervello adulto
(Mito e Becker, 1993; Griffin et al., 1998). La microglia e molto piu abbondante negli affetti e le
disfunzioni degli oligodendrociti comportano un ritardo nella mielinizzazione nel lobo
frontale e temporale (Becker et al,, 1991).

La diffusa ipoplasia del cervello affetto da SD e considerata la principale causa di
ritardo mentale. Diversi studi mostrano che la riduzione della neurogenesi e l'ipotrofia
dendritica sono le due principali cause di ipotrofia nel cervello affetto; se un aumento della
morte cellulare non sembra giocare un ruolo importante nelle prime fasi di vita, negli stadi piu
avanzati puo contribuire all'ipotrofia cerebrale.

Alterazioni della neurogenesi. 1 neuroni e le cellule gliali, destinati a formare lo strato
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corticale, derivano dalla zona ventricolare embrionale (ZV) (Brazel et al., 2003) e, nelle fasi
piut avanzate dell'embriogenesi, dalla zona subventricolare (ZSV). Dopo il periodo
embrionale/post-natale la ZSV produce cellule granulari che migrano verso il bulbo olfattivo
(Brazel et al., 2003). I neuroni che formano il GD derivano inizialmente dal neuroepitelio
dentato che da origine alla zona subgranulare (ZSG) (Altman e Bayer, 1990). I neuroni del
cervelletto si formano prevalentemente prima della nascita, ad eccezione delle cellule
granulari dello strato granulare interno che si formano sia prima della nascita che nel primo
periodo postnatale a partire da precursori che si trovano nello strato granulare esterno (SGE)
(Abraham et al., 2001; Sudarov e Joyner, 2007). Alterazioni della neurogenesi nella ZV, nella
ZSV, nella ZSG e nello SGE sono ben documentati nel cervello affetto da SD.

Le informazioni riguardanti la neurogenesi durante lo sviluppo fetale del cervello
affetto da SD sono molto ridotte per l'ovvia difficolta nell’ottenere materiale fetale da
analizzare. Di recente si e scoperto che la proliferazione cellulare nel GD e seriamente
compromessa nel feto con SD (Contestabile et al., 2007; Guidi et al., 2008). Nei feti trisomici, e
stata inoltre riscontrata una neurogenesi compromessa nello SGE del cervelletto e in una

regione del quinto lobulo che € un residuo della ZV cerebellare (Guidi et al., 2011a).

Morte cellulare e neurodegenerazione. Neuroni in coltura provenienti dal cervello di un
feto affetto mostrano un aumentato livello di apoptosi (Busciglio e Yankner, 1995; Busciglio et
al., 2002; Pelsman et al., 2003; Helguera et al., 2005). Dall’autopsia di campioni di cervello
sono emerse alterazioni dei geni antiapoptotici della famiglia bcl-2 nel lobo temporale (Sawa
etal, 1997) e nell'ippocampo (Nagy e Esiri, 1997), insieme a livelli piu alti delle proteine pro-
apoptotiche p53 e CD95 nella corteccia cerebrale e nel cervelletto (De la Monte et al., 1998;
Seidl et al., 1999). L'attivazione della caspasi-3 rappresenta uno step irreversibile nella cascata
del processo apoptotico (Schulz et al., 1999). Nelle regioni ippocampali dei feti (Guidi et al.,
2008) e nei cervelli di adulti con SD (Stadelmann et al., 1999) e stato osservato un aumento
dell'immunoreattivita dovuta all’attivazione della caspasi-3. D’altro canto, nel cervelletto e
nella corteccia cerebrale dei feti affetti (Gulesserian et al., 2001; Guidi et al., 2011a) é stata
osservata un’espressione normale di caspasi-3, suggerendo che i livelli piu alti di apoptosi non
rappresentino un fenomeno diffuso in egual misura nel cervello di un individuo affetto da SD.

Un cambiamento rilevante indotto dalla SD e la progressiva atrofia cerebrale eta-
dipendente, che € ritenuta derivare da patologie neurodegenerative di tipo Alzheimer. La
presenza degli hallmarks tipici della malattia di Alzheimer nel cervello di individui con SD e

rilevata dopo i 40 anni di eta (Wisniewski et al., 1978) ed e caratterizzata da cambiamenti
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progressivi che includono sia la comparsa di placche amiloidi diffuse sia la presenza di grovigli
neurofibrillari, oltre a perdita di sinapsi e di neuroni soprattutto a carico dei sistemi
colinergico e noradrenergico (Coyle et al., 1986). Come nella malattia di Alzheimer, la perdita
dell'innervazione colinergica verso I'ippocampo e la corteccia € responsabile delle disfunzioni
riguardanti l'attenzione e la memoria esplicita osservate all'insorgere della demenza nei
pazienti con SD (Wisniewski et al., 19854, b). La degenerazione dei neuroni noradrenergici del
locus coerules & uno dei primi eventi nell’Alzheimer e nella SD e puo contribuire alla
neuropatologia (Mann et al,, 1985). Inoltre, l'alterazione del metabolismo dei radicali liberi e
delle funzioni mitocondriali € collegata alla degenerazione dei neuroni corticali (Busciglio e
Yankner, 1995; Busciglio et al, 2002) e pud essere associata sia al ritardo mentale che al
quadro clinico Alzheimer-simile nei pazienti con SD. La proteina -amiloide (A) e la maggior
componente delle placche senili sia negli affetti da Alzheimer che negli affetti da SD ed e
responsabile dell'induzione di apoptosi a seguito di stress ossidativo (Tamagno, 2003).

Ipotrofia dendritica. La patologia dendritica € una caratteristica peculiare della SD. I
neuroni di un cervello affetto mostrano alterazioni evidenti nella forma dell’albero dendritico
e delle spine dendritiche. I neuroni nella corteccia visiva dei feti (Takashima et al., 1981) e
nella corteccia prefrontale di neonati di due mesi e mezzo (Vuksic et al.,, 2002) con SD non
manifestano alterazioni a livello dendritico. Tuttavia, esse appaiono a partire dai 3-4 mesi di
eta. Dopo questo periodo di tempo, i bambini con SD mostrano ipotrofia dendritica nei
neuroni della corteccia motoria (Prinz et al., 1997), della corteccia visiva (Takashima et al.,
1981; Becker et al, 1986) e della corteccia parietale (Schulz e Scholz, 1992). Lipotrofia
dendritica prosegue nell’eta adulta con una riduzione dell’arborizzazione e della lunghezza
dei dendriti.

A livello molecolare I'espressione delle proteine che formano il citoscheletro neuronale
e di quelle associate al reticolo endoplasmatico € fortemente down-regolata nei soggetti affetti
da SD. Per quanto riguarda le spine dendritiche, se nel feto sono simili tra soggetti affetti e
controlli, dopo la nascita nei SD cominciano a diminuire di numero ed a manifestare
alterazioni morfologiche (Takashima et al, 1981). Nei soggetti sani il numero di spine
dendritiche aumenta dalla nascita fino ai 15 anni di eta, per poi decrescere dopo i 20 anni. Nei
soggetti con SD, invece, il numero di spine aumenta pochissimo durante I'infanzia e decresce
molto rapidamente (Suetsugu e Mehraein, 1980; Takashima et al., 1989, 1994). In particolare,
nei soggetti affetti da SD e stata riscontrata una densita di spine ridotta nei dendriti apicali dei
neuroni piramidali dell'ippocampo nei campi CA1l e CA2-3 (Suetsugu e Mehraein, 1980;

Takashima et al,, 1989, 1994). Infine, anche l'insorgenza della demenza di tipo Alzheimer
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contribuisce alla riduzione delle spine dendritiche (Takashima et al., 1989; Ferrer e Gullotta,
1990), che presentano quindi alterazioni morfologiche caratteristiche (Marin-Padilla, 1976;

Purpura, 1979).

1.4 - Il modello murino della sindrome di Down: il topo Ts65Dn

Nell'uomo la sindrome di Down e il risultato diretto di una trisomia a carico del
cromosoma 21 che sbilancia l'espressione genica di circa 250 geni. Alcuni di questi sono
considerati i principali candidati per lo sviluppo del fenotipo Down. I loci di questi geni sono
raggruppati tra loro sul cromosoma 21 ed identificano una regione che e stata nominata
critica per la sindrome di Down (Down Sindrome Critical Region - DSCR) (Fig. 1.2) (Delebar et
al., 1993). A livello genomico, il braccio lungo del Cr21 e formato da circa 33,7 Mb e contiene
430 geni, 239 dei quali hanno un omologo nel genoma murino. Questi geni sono localizzati su
tre diversi cromosomi nel topo. Andando dal centromero verso il telomero del cromosoma 21
umano, la prima regione, che é anche la piu estesa, si trova sul cromosoma 16 murino (Mu1l6),
lungo circa 37 Mb con 224 geni ortologhi. La regione successiva del Cr21 si trova sul Mul7,
che € lungo 1,1 Mb con 22 geni ortologhi. Invece, la regione terminale del Cr21 si trova sul
Mul0, lungo 2,3 Mb con 47 geni ortologhi. In queste tre regioni l'ordine e l'orientamento
relativo dei geni appare conservato fra le due specie.

Il primo modello murino di trisomia 21, generato da una traslocazione robertsoniana
spontanea del Mul6, fu chiamato Ts16 (Gropp et al., 1975). Lo studio di tale modello e stato
pero fortemente limitato, poiché tali topi generalmente morivano in utero in tarda eta
gestazionale. Inoltre, la presenza di altre sintenie tra Mul6 e Cr3, Cr8, Cr16 e Cr21 mostro il

limitato valore sperimentale del modello.
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Fig. 1.2. Schema del cromosoma 21 umano in cui é evidenziata la DSCR. Nello schema viene
mostrata I'omologia fra il cromosoma 21 umano ed il segmento aneuploide di alcuni modelli
murini per la SD: Ts65Dn e Ts1Cje

Nel mio lavoro di Tesi ho usato invece il modello di SD maggiormente studiato e
accreditato: esso porta una parziale trisomia del Mul6 e prende il nome di Ts65Dn (Fig 1.2)
(Davisson et al., 1993). La trisomia in questo modello si estende per circa 23,3 Mb tra i geni
Mrpl39 e Znf295, per un totale di 132 geni ortologhi al Cr21 (Kahlem et al., 2004). Una
caratterizzazione dettagliata del modello Ts65Dn ha rivelato un fenotipo anomalo simile a
quello osservato nella trisomia 21 umana (Reeves et al.,, 1995; Escorihuela et al., 1998; Costa
et al,, 1999; Baxter et al.,, 2000; Richtsmeier et al., 2000; Cooper et al., 2001; Dierssen et al.,
1997; Dierssen et al., 2003; Delcroix et al., 2004).

1.4.1 - Disturbi comportamentali e cognitivi

Rispetto ai topi WT, il topo Ts65Dn mostra una maggiore attivita al buio (Reeves et al,,
1995) e in open-field (Stewart, 2007). Inoltre, i topi Ts65Dn presentano numerosi deficit di
sviluppo, per esempio a carico del pattern di vocalizzazione ultrasonica e nelle prestazioni in
test di homing e di attivita locomotoria in arene a spazio aperto (Holtzman et al,, 1996). Anche
le abilita motorie sono alterate, con anomalie nello schema d'appoggio delle zampe posteriori
durante il cammino, nella velocita di corsa, nelle prestazioni al rotarod, nella forza prodotta
durante una presa effettuata con le zampe anteriori e nel nuoto. I deficit piu evidenti appaiono
connessi con il coordinamento motorio e l'equilibrio, in accordo con le osservazioni cliniche
effettuate su persone con SD (Costa et al., 1999). Inoltre, i topi Ts65Dn mostrano una tendenza
alla stereotipizzazione dei comportamenti significativamente maggiore rispetto agli animali
diploidi (Turner et al., 2001).

Test che permettono di valutare il comportamento sociale hanno messo in evidenza un
aumento delle aggressioni offensive subite dai Ts65Dn adulti. Inoltre gli stessi animali
mostrano comportamenti riproduttivi alterati, con bassa propensione nei maschi ad interagire
con femmine estranee (Klein et al., 1996).

[ deficit piu marcati si riscontrano a carico dei compiti che richiedono l'integrita del

sistema ippocampale, quali l'alternanza spontanea (T-maze task), la discriminazione
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contestuale (fear-conditioning test) e la memoria spaziale (radial arm maze test) (Demas et
al., 1996; Belichenko et al., 2007; Salehi et al., 2009; Bianchi et al., 2010b).

Studi di elettrofisiologia in vivo hanno documentato un’importante analogia dei topi
Ts65Dn con i pazienti Down. Misurazioni di potenziali visivi evocati nella corteccia visiva di
topi anestetizzati mostrano chiaramente deficit paragonabili a quelli di soggetti umani
trisomici (Suttle et al., 2004; Suttle e Lloyd, 2005; Courage et al., 1994), con un abbassamento
dell'acuita visiva e la necessita di una maggiore contrasto cromatico per la discriminazione

degli stimoli.

1.4.2 - Neuroanatomia

Nei topi Ts65Dn il volume cerebrale € ridotto durante la vita embrionale ma raggiunge
valori normali dopo la nascita (Holtzman et al., 1996; Aldridge et al., 2007; Chakrabarti et al.,
2007). La forma degli emisferi e caratterizzata da un aumento dell’altezza nella parte
posteriore del cervello, da una riduzione della lunghezza in senso rostrocaudale e da una
diminuzione della larghezza in senso mediolaterale (Aldridge et al, 2007). Il volume
complessivo dell'ippocampo e dello strato piramidale non sono ridotti (Holtzman et al., 1996;
Insausti et al, 1998; Lorenzi e Reeves, 2006), anche se lo strato delle cellule dei granuli
presenta ipotrofia (Lorenzi e Reeves, 2006; Contestabile et al., 2007; Bianchi et al., 2010b). A
differenza del cervello, il cervelletto presenta dimensioni notevolmente ridotte (Aldridge et al.,
2007).

Lo sviluppo della neocorteccia dei topi Tsl6 e caratterizzato da un ritardo
nell’espansione radiale e da una riduzione permanente del volume corticale (Haydar et al.,
1996). Come i topi Ts16, i topi Ts65Dn manifestano un ritardo nell’espansione della
neocorteccia durante il periodo embrionale, anche se questa differenza sparisce nel 18° giorno
di vita embrionale (E18) (Chakrabarti et al.,, 2007). A E18, tuttavia, nonostante la normale
crescita corticale in spessore, vi &€ una riduzione della densita cellulare. Questo fenomeno e
presente anche a P8 (post-natal day 8), precisamente negli strati IV-VI (Chakrabarti et al.,
2007). Analogamente alla corteccia, la parete ippocampale ha uno spessore ridotto che
persiste fino a E18. Lo strato piramidale dell'ippocampo ha uno spessore ridotto e il GD & piu
piccolo (Chakrabarti et al., 2007). I1 GD di topi Ts65Dn presenta meno cellule dei granuli in
tutte le fasi della vita postnatale (Insausti et al.,, 1998; Lorenzi e Reeves, 2006; Contestabile et
al., 2007; Bianchi et al., 2010b). Di contro, il numero di cellule piramidali non si riduce in eta

adulta (Lorenzi e Reeves, 2006) e nei topi Ts65Dn anziani il campo CA3 presenta piu neuroni
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rispetto ai controlli (Insausti et al, 1998). Nell'ippocampo di topi Ts65Dn gli astrociti
presentano una ipertrofia significativa e sono pitt numerosi che nei controlli (Holtzman et al.,
1996). Inoltre, gli strati del cervelletto di un topo Ts65Dn hanno uno spessore ridotto e un
numero di cellule granulari che decresce gia a partire da P2 (Baxter et al, 2000; Roper et al,,
2006; Contestabile et al., 2009). Anche la densita delle cellule del Purkinje é ridotta (Baxter et
al,, 2000).

1.4.3 - L'inibizione cerebrale: un modello per il fenotipo dei topi Ts65Dn

[ topi Ts65Dn sono stati il primo modello murino della SD in cui € stata messa in
evidenza la correlazione fra i livelli di inibizione intra-cerebrale e l'estrinsecarsi del fenotipo
Down. Le abilita spaziali sono strettamente legate a fenomeni di plasticita sinaptica nella
regione dell'ippocampo e i forti deficit di tali abilita si riflettono in un'alterazione delle
risposte elettrofisiologiche nelle circuiterie ippocampali. Registrazioni di potenziali di campo
post-sinaptici eccitatori (field Excitatory PostSinaptic Potentials - fEPSPs) evocati in fettine
d'ippocampo dall'area CA1 di animali trisomici non risultano essere diverse rispetto alle
misurazioni fatte su controlli WT, sia in topi anziani di 9 mesi sia in giovani adulti di 2 mesi
(Siarey et al,, 1997). Al contrario, misurazioni di fEPSPs nella stessa area mostrano un netto
aumento del depotenziamento a lungo termine (LTD) in seguito a stimolazione a bassa
frequenza (Siarey et al, 1999) e l'assenza di LTP in seguito ad una stimolazione ad alta
frequenza (Siarey et al., 1997).

Un lavoro successivo ha messo in evidenza che I'assenza di LTP é in realta un fenomeno
dipendente dal tipo di stimolazione ad alta frequenza utilizzato (Costa e Grybko, 2005).
Mentre stimolazioni di tipo theta (Theta-Burst Stimolus - TBS; ad es. 5 treni di 4 impulsi a 100
Hz e a distanza di 200ms I'uno dall'altro, con una durata individuale di 100pus) non inducono
LTP, al contrario una stimolazione tetanica a 100 Hz (High Frequence Stimulation — HFS; ad es.
1 singolo treno a 100 Hz di impulsi dalla durata di 100ps) induce un LTP paragonabile a quello
dei controlli non trisomici. LLTP indotto da TBS ¢ infatti piu sensibile ai cambiamenti dei
livelli di inibizione mediati dai recettori GABA-a rispetto a quello indotto da HFS. L'aggiunta
alla soluzione di registrazione di picrotossina, una molecola antagonista non competitiva per i
recettori GABA,, ripristina i fenomeni di LTP nell'ippocampo dei topi Ts65Dn (Kleschevnikov
et al., 2004; Costa e Grybko, 2005). Questa evidenza ha rappresentato la conferma del diretto
coinvolgimento del sistema GABAergico nel malfunzionamento della plasticita sinaptica

ippocampale dei TS65Dn. Anche l'analisi istologica ha confermato il coinvolgimento del
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sistema GABAergico nelle alterazioni funzionali ippocampali dei topi Ts65Dn. Si osserva
infatti, nella regione del giro dentato dell'ippocampo, una riduzione di densita delle spine che
sinaptano sui dendriti delle cellule dei granuli, con una riorganizzazione degli input inibitori
nella zona (Belichenko et al., 2002, 2004; Diersen et al., 2003; Kleschevnikov et al., 2004; Kurt
et al., 2000, 2004). Inoltre, altri studi riportano alterazioni morfologiche quali la riduzione
della densita delle cellule granulari e la riduzione della neurogenesi (Insausti et al.,, 1998;
Rueda et al., 2005; Clark et al.,, 2006).

Anche la secrezione di 3-amiloide nell'ippocampo € riconosciuta essere un fattore
d'inibizione dell'LTP in quest'area (Walsh et al.,, 2002). Il gene che traduce per la proteina
precursore del 8 -amiloide (app) & localizzato nella zona soggetta alla traslocazione T65Dn ed
e quindi presente in triplice copia negli animali trisomici. Questo si riflette in un aumento dei
livelli di APP nell’'ippocampo osservabile nei topi Ts65Dn ad all’eta di 12 mesi (Seo e Isacson,
2005). Inoltre, come conseguenza dell'aumento di APP, si ha una diminuzione della
concentrazione di NGF nella stessa area (Hunter et al.,, 2003).

Uno studio recente sullo sviluppo dei topi Ts65Dn ha dimostrato che la triplicazione dei
geni oligl ed olig2 indotta dalla trisomia 16 segmentale € cruciale per la comparsa delle
disfunzioni neuronali durante lo sviluppo del prosencefalo (Chakrabarti et al., 2010). Tale
triplicazione induce nel prosencefalo uno sbilanciamento del rapporto tra neuroni eccitatori
ed inibitori. Questi due geni controllano infatti la proliferazione cellulare di un'importante
area di neurogenesi della parte ventrale del telencefalo, I'eminenza caudale ganglionale (CGE).
L'aumento del dosaggio di oligl ed olig2 e responsabile della sovrapproduzione di
interneuroni inibitori nel CGE ed ¢, inoltre, causa della diminuzione di proliferazione delle

cellule progenitrici della corteccia dorsale, del cervelletto e dell'ippocampo.

1.5 - Strategie terapeutiche per il trattamento della sindrome di Down

L'identificazione e la comprensione dei meccanismi molecolari alla base delle anomalie
finora descritte forniscono il punto di partenza per la ricerca di terapie che, andando ad agire
su specifiche cascate cellulari, possano correggere i deficit degli individui affetti da SD.
Sebbene numerosi gruppi di lavoro stiano cercando di svelare le cause del malfunzionamento
cerebrale della SD, alcuni meccanismi molecolari restano tuttora ignoti. Tuttavia, sono emerse

di recente alcune promettenti strategie capaci di alleviare i sintomi associati con la SD.
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1.5.1 - Arricchimento ambientale e terapia nel topo Ts65Dn

Alcuni gruppi di ricerca hanno iniziato ad indagare gli effetti dell’AA sul fenotipo dei
topi Ts65Dn. Un primo studio ha analizzato le prestazioni comportamentali di topi Ts65Dn
stabulati in condizione di AA (Martinez-Cué et al, 2002). I risultati mostrano che 1'AA
normalizza le prestazioni delle femmine Ts65Dn in compiti legati all'apprendimento spaziale e
alla memoria, benché le prestazioni rimangano inferiori rispetto a quelle del gruppo di
controllo euploide. Risultati opposti sono stati osservati nel gruppo dei maschi Ts65Dn, per i
quali I'AA sembra avere un effetto deteriorante sulle prestazioni comportamentali, che
peggiorano rispetto a quelle dei fratelli trisomici non arricchiti. In entrambi i sessi, invece, 'AA
aumenta l'esplorazione rispetto ai controlli non arricchiti, anche se I'effetto ¢ pitt marcato e
persistente nelle femmine. E interessante notare che misurazioni dell’attivitd motoria
notturna hanno messo in evidenza un aumento dell'attivita nel gruppo di femmine in
arricchimento rispetto alle sorelle non arricchite; viceversa, nel gruppo dei maschi arricchiti e
stata riscontrata una diminuzione dell'attivita rispetto ai controlli allevati in condizioni
standard. L'analisi dei dati ricavati da metodiche che analizzano la memoria procedurale ha
messo in evidenza situazioni analoghe alle precedenti: le femmine trisomiche arricchite
mostrano, infatti, un miglioramento delle prestazioni, mentre i maschi evidenziano prestazioni
inferiori al gruppo di controllo trisomico non arricchito (Martinez-Cué et al, 2002). E
importante sottolineare che in questo studio il gruppo dei topi Ts65Dn e stato stabulato
assieme ai fratelli euploidi. Questa condizione puo risultare stressante per i topi Ts65Dn, che
soventemente si trovano in condizioni di subordinazione rispetto ai fratelli euploidi.

A conferma di cio, nel 2005 la stessa equipe di ricerca, sfruttando un test
comportamentale per la valutazione delle dominanze gerarchiche (Haemish et al.,, 1994), ha
evidenziato che i topi Ts65Dn difficilmente rivestono ruoli di dominanza, tendendo invece ad
avere ruoli di completo subordine o di sotto-dominanza. La dinamica si accentua
all'aumentare del numero di topi stabulati nella stessa gabbia, favorendo conseguentemente la
proliferazione di comportamenti aggressivi. Inoltre, analisi biochimiche hanno mostrano che i
livelli ematici di corticosterone tendono ad aumentare in diretta relazione al numero di
animali stabulati assieme. Non e stata invece notata alcuna rilevante differenza fra i vari
gruppi nei livelli di testosterone e dell'ormone adrenocorticotropo. Nello stesso lavoro i
risultati dei test che analizzano la memoria spaziale hanno evidenziato che i Ts65Dn hanno

prestazioni inferiori rispetto ai fratelli euploidi sottoposti alla medesima condizione di
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stabulazione. Infine, test comportamentali che valutano i comportamenti d'ansia, come il T-
maze elevato, non hanno messo in luce nessuna particolare differenza fra i diversi gruppi
sperimentali (Martinez-Cué et al., 2005).

Recentemente uno studio ha messo in evidenza che protocolli di attivita fisica
volontaria applicati su topi Ts65dn di eta compresa tra i 10 ed i 12 mesi e protratti per un
periodo di 7 settimane non sono sufficienti per indurre una normalizzazione della
neurogenesi a livello del giro dentato dell'ippocampo e, quindi, per un conseguente recupero
della memoria e dell'apprendimento spaziale testati con il paradigma del labirinto ad acqua di

Morris (Morris Water Maze - MWM) (Rueda et al., 2010).

1.5.2 - Strategie farmacologiche
Lo studio dei meccanismi molecolari alla base dell'influenza dell’AA sul comportamento
ha il promettente obiettivo di promuovere la scoperta di molecole (i cosiddetti

enviromimetics) che potrebbero essere sfruttate per riprodurre gli effetti benefici dell’AA.

Alcuni autori hanno messo in evidenza che un trattamento cronico con estrogeni sui
Ts65Dn recupera i deficit a carico dei marcatori dendritici e colinergici e nella formazione
dell'ippocampo (Granholm et al., 2002, 2003). Lo stesso gruppo di ricerca ha anche scoperto
che tale trattamento provoca un recupero dei deficit cognitivi legati all'apprendimento
spaziale ed incrementa i livelli di NGF e dei marcatori colinergici alla base del prosencefalo,
impedendo la perdita dei neuroni colinergici alla base del prosencefalo (Basal Forebrain
Colinergic Neurons - BFCNs) (Granholm et al.,, 2002). Altri studi hanno riportato che pure la
somministrazione cronica di fisostigmina, un inibitore reversibile dell'enzima
acetilcolinesterasi, recupera completamente i deficit di memoria legati alla degenerazione dei
BFCNs nei topi Ts65Dn di 4 mesi di eta; al contrario, lo stesso trattamento non ha effetto su

animali piu vecchi (Chang e Gold, 2008).

Recentemente e stato dimostrato che la somministrazione cronica di antagonisti
GABAergici non competitivi recupera i deficit cognitivi nei topi trisomici (Fernandez et al,,
2007). Nello specifico, due settimane di trattamento giornaliero con picrotossina, bilobalide o
pentilentetrazolo (PTZ), a dosi non epilettogeniche, recuperano i deficit cognitivi propri dei
topi Ts65Dn, riportando le prestazioni nei test comportamentali su livelli paragonabili ai WT.
Inoltre e stato osservato che il recupero dei deficit si estende oltre il periodo della finestra di

effetto degli psicofarmaci somministrati. Misurazioni elettrofisiologiche negli stessi animali
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hanno mostrato un pieno recupero per quanto riguarda la possibilita di indurre LTP a seguito
di TBS anche nelle due settimane successive alla fine del trattamento farmacologico.

Questi risultati trovano conferma in uno studio successivo (Rueda et al., 2008) nel
quale sono stati analizzati gli effetti della somministrazione cronica di PTZ e Donepezil (DPZ)
in topi Ts65Dn al quarto mese di vita. La somministrazione cronica di PTZ normalizza le
prestazioni in test cognitivi come il MWM, inducendo pero un'alterazione dell'equilibrio
rispetto ai controlli Ts65Dn non trattati. Al contrario la somministrazione cronica di DPZ, un
inibitore dell'acetilcolinesterasi (enzima adibito alla degradazione del neurotrasmettitore ACh
nel vallo sinaptico), non ha alcun effetto sui topi Ts65Dn. E interessante notare che il
trattamento clinico con DPZ induce miglioramenti cognitivi in soggetti umani affetti sia da SD
(Heller et al., 2004; Kishnani et al., 2004) che da AD (Kaduszkiewicz et al., 2005).

In sostanza, un grandissimo numero di geni cambia la propria espressione in risposta
all’AA. Fra questi, molti sono coinvolti nella struttura neuronale, nella trasmissione sinaptica,
nell’eccitabilita neuronale e nella neuroprotezione (Rampon et al., 2000; Keyvani et al., 2004).
Tra i geni presenti in triplice copia a causa della triplicazione della DSCR1, alcuni di essi
riducono l'attivita della calcineurina, una fosfatasi che controlla i recettori per N-methyl-D-
aspartato (NMDAr), riducendone il tempo di apertura e, di conseguenza, 1'efflusso di ioni K*
dalla cellula. Iniezioni settimanali di nemantina (conosciuta anche come MK-801), un
antagonista non competitivo per i NMDAr, su topi trisomici adulti porta alla normalizzazione
delle prestazioni psicomotorie sia in arene a campo aperto che in test di condizionamento alla
paura (Costa et al., 2008).

In un recente studio Rueda e collaboratori hanno riportato che la somministrazione
cronica prenatale e postnatale di SGS-111, un farmaco neuroprotettivo con proprieta
antiossidanti di cui & conosciuta l'efficacia su culture cellulari di neuroni provenienti da
pazienti affetti da SD (Pelsman et al., 2003), riduce l'iperattivita ed i comportamenti d'ansia
nei topi Ts65Dn ma non recupera i deficit cognitivi e di apprendimento (Rueda et al. 2008).

Un gruppo di molecole particolarmente sensibili agli stimoli ambientali sono le
neurotrofine (Pham et al., 2002), una classe di fattori di crescita fortemente coinvolti nella
plasticita strutturale e funzionale sia durante lo sviluppo che nell’adulto (Berardi et al., 2003).
La degenerazione dei neuroni colinergici del proencefalo basale (con relativa perdita di
attivita acetilcolinesterasica) nel cervello dei topi Ts65Dn pud essere recuperata tramite
infusione diretta di NGF nel prosencefalo (Cooper et al, 2001). In maniera analoga,
'assunzione cronica di BDNF per i primi 15 giorni dalla nascita, periodo in cui tipicamente

appaiono le prime anomalie comportamentali, normalizza le prestazioni dei topi trisomici in
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compiti che richiedono l'utilizzo della memoria (Fukuda et al., 2010).

Il trattamento con inibitori della vy-secretasi, un enzima responsabile del
processamento del precursore della proteina A, diminuisce i livelli di AB nell'ippocampo ed
induce un recupero dei deficit di apprendimento nei topi Ts65Dn (Netzer et al,, 2010).

Sono sempre maggiori i risultati che indicano i farmaci antidepressivi come capaci di
riattivare la neurogenesi e aumentare la maturazione neuronale in modelli animali di
depressione e ansia, sintomi presenti anche nella SD (Wang et al.,, 2008). La fluoxetina, un
inibitore selettivo della ricaptazione della serotonina (SSRIs) e che quindi induce un aumento
dei livelli extracellulari di serotonina, ¢ un farmaco spesso prescritto per il trattamento dei
disturbi depressivi. Recenti studi hanno evidenziato che gli effetti benefici della fluoxetina nei
casi di lesioni cerebrali e patologie neurodegenerative non si limitano alla remissione dei
sintomi depressivi, ma si estendono al miglioramento del deterioramento funzionale e
neurologico (Chollet et al., 2011; Cirrito et al,, 2011). Numerosi lavori hanno dimostrato che
gli SSRIs sono in grado di indurre modificazioni funzionali dei circuiti neuronali, stimolando
I'apprendimento e la memoria, la neurogenesi ippocampale, la sinaptogenesi e la plasticita nel
cervello adulto (Malberg et al., 2000; Maya Vetencourt et al., 2008). Dal momento che una
perturbazione dei processi di plasticita sembra essere coinvolta in maniera critica
nell'eziogenesi della SD, il grande potenziale della fluoxetina di promuovere la plasticita
neuronale rende questo trattamento appropriato per l'applicazione nel campo della terapia
della SD.

Alcuni studi hanno dimostrato che il trattamento con fluoxetina e in grado di
incrementare l'espressione di BDNF (Clark et al., 2006; Bianchi et al., 2006) e di stimolare la
neurogenesi a livello dell'ippocampo, ristabilendo livelli simili a quelli dei controlli euploidi
(Clark et al., 2006). Effetti benefici del trattamento sono stati registrati anche in topi Ts65Dn
di un anno di eta (Bianchi et al.,, 2010b). Altri autori (Maya Vetencourt et al., 2008) hanno
riportato che un trattamento con fluoxetina di 4 settimane induce, nel ratto adulto, un
completo recupero della plasticita in risposta a deprivazione monoculare e che tale effetto e
associato ad una marcata riduzione dell'inibizione GABAergica (Maya Vetencourt et al., 2008).
Oltre all’effetto sulla neurogenesi, il trattamento con fluoxetina permette il recupero totale
della maturazione dendritica nei topi Ts65Dn (Guidi et al., 2011b). Come detto in precedenza,
la SD € caratterizzata da difetti della maturazione dendritica e il trattamento con farmaci in
grado di permettere il recupero di questo processo puo portare ad un miglioramento, se
somministrati nelle prime fasi della vita. Tuttavia, dal momento che i dendriti e le sinapsi

mantengono un certo grado di plasticita durante I'arco della vita, la somministrazione della

24



terapia in stadi della vita successivi puo avere comunque un effetto positivo sulla connettivita
e sull’architettura dell’albero dendritico.

Nonostante questi risultati siano promettenti, si sa molto poco riguardo al possibile
impatto della fluoxetina a livello delle capacita cognitive e sensoriali e nella funzionalita

neuronale nell'ippocampo e nella corteccia cerebrale di modelli murini di SD.

1.6 - Scopo della tesi

Nel corso degli anni la ricerca scientifica ha prodotto numerose evidenze sperimentali
a sostegno della tesi che identifica I’eccessivo livello di inibizione cerebrale come la causa della
maggior parte dei sintomi della SD (Fernandez e Garner, 2007). Di conseguenza, la messa a
punto di strategie capaci di ridurre il tono GABAergico potrebbe avere grande valore
terapeutico per il trattamento della sindrome di Down. Come gia menzionato, i recenti
risultati dell’Istituto di Neuroscienze del CNR mostrano che due trattamenti non invasivi, 'AA
e la somministrazione cronica di fluoxetina, risultano particolarmente efficaci del promuovere
la plasticita cerebrale mediante una riduzione dei livelli di inibizione cerebrale (Sale et al.,
2007; Maya-Vetencourt et al.,, 2008).

Partendo da questa base, la presente Tesi di Laurea si e articolata in due sezioni
sperimentali principali. Inizialmente ho cercato di individuare un dosaggio del farmaco che
minimizzasse i possibili effetti collaterali. Successivamente, ho effettuato un trattamento
cronico di 8 settimane con fluoxetina somministrata nell’acqua da bere, valutandone gli effetti

sul fenotipo di topi Ts65Dn e topi euploidi di controllo in termini di prestazioni mnemoniche

in un compito di memoria spaziale e livelli di plasticita sinaptica ippocampale a lungo termine.
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2 - MATERIALI E METODI

Tutte le procedure impiegate in questo studio sono state approvate dal Ministero della

Salute Pubblica.

2.1 - Animali e stabulazione
Topi con trisomia di un segmento del cromosoma 16 Ts65Dn (Stock Number: 005252) e Wt di
eta superiore a 60 giorni dalla nascita (P60) sono stati acquistati dai Jax Laboratories (Jax
West Laboratories, Davis, CA) e stabulati in gabbie di plexiglass, posti ad un ciclo luce-buio di
12 ore. Sono stati fatti acclimatare a queste condizioni per almeno una settimana prima di
essere inseriti nello studio.

Per l'intera durata della ricerca I topi sono stati mantenuti nelle normali condizioni di
stabulazione: gabbia da laboratorio standard (26X42X18 cm) contenente o da 2 a 4 femmine o
un unico maschio, facendo attenzione a mantenere gli animali trisomici e I Wt in gabbie

separate. Cibo e acqua erano disponibili at libitum.

2.2 - Trattamento farmacologico

Animali Ts65Dn e Wt di entrambi i generi sono stati trattati con fluoxetina (Fluoxetine-
Hydrochloride, Galeno, Prato, Italy) disciolta in acqua e somministrata tramite i beverini
presenti nelle gabbie per 8 settimane; i soggetti di controllo di entrambi i generi e di entrambi
i genotipi sono stati invece forniti di normale acqua. Per tutti i gruppi sperimentali il
contenuto del beverino e stato cambiato due volte a settimana.

In uno studio preliminare, volto ad ottimizzare la dose di fluoxetina, sono state
utilizzate tre dosi di farmaco a concentrazione decrescente: 40, 20 e 10 mg/Kg/die
(Rantamaki et al., 2007; Maya Vetencourt et al., 2008; Karpova et al., 2011), corrispondenti,
rispettivamente, a soluzioni di concentrazione pari a 0.10, 0.05 e 0.025 mg/ml. Sono quindi
stati monitorate, per l'intera durata del trattamento, la sopravvivenza degli animali e la
comparsa di crisi di tipo epilettico, valutate tramite osservazioni comportamentali (due
sessioni di osservazione a settimana della durata di 60 minuti ciascuno, per tutte e 8 le
settimane di trattamento farmacologico). Sono stati quindi analizzati i seguenti gruppi
sperimentali: Ts65Dn-FIx40; Ts65Dn-Flx20; Ts65Dn-Flx10; Ts65Dn-acqua; Wt-flx40; Wt-
flx20; Wt-flx10; Wt-acqua.
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Per controllare I'assunzione del farmaco, e stata misurata la quantita di acqua pura o di
acqua addizionata con fluoxetina (0,025mg/ml) assunta da topi Ts65Dn in cinque giorni
consecutivi (Fig. 2.1 a). Non é stata riscontrata nessuna differenza statisticamente significativa
tra gli individui (Ts65Dn-acqua,n=4,1g:108+09ml, [1g:10.3+0.9ml, [l g11.8 + 0.3 ml,
IVg:95+1.2mlVg: 11.3 0.6 ml; Ts65Dn-fluox,n=4,1g: 10.8 + 1.4 ml, 1 g: 9.0 = 2.5 m], III
g100+1.6ml,IVg:9.3+1.1ml Vg: 10.3 +0.6 ml) (RM ANOVA a due vie, p = 0.537)

Inoltre, non e stato riscontrata differenza statisticamente significativa nel peso dei due
gruppi di animali (Ts65Dn-acqua: 22.50 * 1.02g; Ts65Dn-flx: 23.01 * 0.39g; t-test, p = 0.653)
(Fig. 2.1 b).

Pertanto, I'utilizzo di una soluzione di fluoxetina alla concentrazione di 0,025mg/ml e
risultato in un dosaggio del farmaco piuttosto consistente tra i diversi individui trattati, con

una media di 0,26+0,02 g al giorno.
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Fig. 2.1. (a) Non e stata riscontrata nessuna differenza statisticamente significativa tra
gli individui (Ts65Dn-acqua,n=4,1g:10.8+0.9ml 11g:10.3+09ml 1llg11.8+ 0.3 ml IV g:
9.5+1.2mlVg:11.3+ 0.6 ml; Ts65Dn-fluox,n=4,1g: 10.8 + 1.4 ml 11 g: 9.0 + 2.5 ml, 111 g 10.0 #
1.6 mL1Vg:93+1.1mlVg:103* 0.6 ml) (RM ANOVA a due vie, p = 0.537)
(b) non é stato riscontrata differenza statisticamente significativa nel peso dei due gruppi di
animali (Ts65Dn-acqua: 22.50 + 1.02g; Ts65Dn-fIx: 23.01 + 0.39g; t-test, p = 0.653)
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2.3 - Morris Water Maze

[ topi sono stati allenati due volte al giorno, per un totale di 10 giorni, in una vasca
circolare (100 cm di diametro, 40 cm di altezza) di polipropilene grigio, riempita ad una
profondita di 25cm con acqua (23°C) resa opaca dall'aggiunta di una piccola quantita di
vernice bianca atossica. Lungo il perimetro della vasca sono state stabilite 4 posizioni Nord
(N), Sud (S), Ovest (O) ed Est (E), che sono servite come stazioni di partenza e per definire la
divisione della vasca in 4 quadranti: NE, SE, SO, e NO (Fig. 2.2). Per evitare i possibili errori
dovuti alla ridotta acuita visiva che caratterizza il ceppo Ts65Dn, la vasca e stata circondata da
una serie di stimoli visivi esterni, tutti all'interno del range di discriminazione visiva dei vari
gruppi sperimentali. Una piattaforma di uscita, circolare (10cm di diametro, 2cm di altezza) e
stata posizionata al centro di uno dei quadranti e sommersa per 0,5cm. La piattaforma
nascosta € rimasta sempre nello stesso quadrante durante l'apprendimento, mentre le
posizioni di partenza (N, S, O, E) sono state cambiate in maniera casuale nei vari trials. Ai topi
e stato permesso di rintracciare la piattaforma di uscita per un tempo di 60s al massimo, la
latenza entro cui riuscivano a localizzare la piattaforma e stato registrato automaticamente dal
software Noldus Ethovision. Nel secondo ingresso dell'ultimo giorno di esperimento la
piattaforma di uscita e stata tolta dalla vasca e ai topi e stato permesso di nuotare per 60s alla
ricerca della piattaforma scomparsa (probe test). 1l percorso compiuto € stato registrato e

analizzato con il software Noldus Ethovision.

Lynn Talon 22007

S

Fig. 2.2. Schema pittorico del Morris Water Maze
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2.4 - Novel Place Recognition task

Gli animali sono stati fatti abituare ad un’arena rettangolare di Plexiglas (30 x 22 x 20
cm) per dieci minuti per due giorni consecutivi in condizioni di luce attenuata. L'attivita degli
animali e stata registrata con una videocamera. L'esperimento consta di due fasi: la fase di
acquisizione e la fase di test vero e proprio (Fig. 2.3).

Per la fase di acquisizione, due oggetti identici sono stati posizionati nei due angoli
consecutivi presenti sul lato lungo dell’arena, a 2-3 cm di distanza dalle pareti. Lanimale &
stato introdotto nell’arena in un punto equidistante dai due oggetti. Dopo dieci minuti di
esplorazione, I'animale é stato riposto nella propria gabbia.

Il test e stato effettuato dieci minuti dopo la fase di acquisizione. Nella fase di test, della
durata di tre minuti, uno dei due oggetti e stato spostato in una nuova posizione, precisamente
al centro dell’arena, mentre la posizione dell’altro oggetto e rimasta invariata.

L'indice di discriminazione e stato calcolato come:

R(%) = Thuovo™ 100%/(Tnuovo + Tfisso):

dove per Thuwvo Si intende il tempo trascorso ad esplorare I'oggetto spostato e per Thsso il tempo
trascorso ad esplorare I'oggetto rimasto nella posizione originaria.

/@ —) 10min =) oM()
Oggetto 1 ¥ Oggetto 2 Oggetto 1

Test (3min) Acquisizione (10min)

Fig. 2.3. Rappresentazione pittorica del protocollo del Novel Place Recognition

2.5 - Registrazioni elettrofisiologiche in vitro: misura dei livelli di LTP

A seguito di decapitazione, i cervelli degli animali sono stati rapidamente rimossi e
posti in una soluzione di taglio (cutting) contente (in mM): 130 NacCl, 3.1 KCI, 1.0 K,HPO,, 4.0
NaHCOs;, 5.0 destrosio, 2.0 MgCl,, 1.0 CaCl,, 10 HEPES, 1.0 acido ascorbico, 0.5 mio inositolo,

2.0 acido piruvico, e 1.0 acido chinurenico, pH 7.3.
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Dopo isolamento tramite pinzette chirurgiche di entrambi gli ippocampi, sono state
ottenute fettine trasversali di 400 um di diametro, mediante 1'utilizzo di un chopper. Le fettine
(n=7 fettine da 4 animali per i Wt-acqua; n=8 fettine da 5 animali per i Wt-flx; n=9 fettine da 4
animali per i Ts65Dn-flx e n=9 fettine da 4 animali per i Ts65Dn-acqua) sono state lasciate
riposare per circa un'ora a e mezza fino a riequilibrarsi con la temperatura della stanza prima
di essere spostate nella camera di registrazione, dove erano bagnate da una soluzione
“recording”, ossigenata e mantenuta alla T di 30°C; tale soluzione differiva dalla cutting per i
dettagli seguenti (in mM): 1.0 MgCl,, 2.0 CaCl,, 0.01 glicina senza acido chinurenico.

Per le registrazioni, e stata applicata una stimolazione elettrica (durata 100ms) fornita
mediante un elettrodo bipolare concentrico (FHC, St. Bowdoinham, ME) posto nella regione
delle collaterali di Schaffer. I potenziali di campo post-sinaptici eccitatori (fEPSP) sono stati
registrati con una micropipetta in vetro (1-3 M(}) tirata al puller e riempita con la soluzione di

“recording”, posizionata nello strato radiato del campo CA1 (Fig. 2.4).

Ad S. Oriens

S. pyramidale

8. radiatum

—— 5. Lacunosum

— ?ﬁ?\%ﬁ, moleculare

Population Spike

Stimulating Electrode

<
LY VY VYV

Fig 2.4. Circuiteria interna di ippocampo e posizionamento degli elettrodi

Per ciascuna fettina e stata in primo luogo registrata I'ampiezza dei fEPSP ottenuti a
seguito di stimolazioni di intensita crescente (curva input/output, curva I/0). Sulla base della
curva /0, e stata selezionata un’intensita di stimolazione capace di evocare risposte pari a
circa il 50% del valore di saturazione. Mediante stimoli di questa intensita e stata quindi
ottenuta una baseline, con stimolazioni intervallate da 30 secondi. Dopo aver registrato una
baseline di stabilita adeguata (definita come una baseline composta da risposte comprese

entro il 10% di variazione rispetto alla media e senza nessun evidente trend di crescita o
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decrescita) per almeno 10 minuti, il potenziamento a lungo termine (LTP) & stato indotto per
mezzo di una singola stimolazione di tipo TBS (4 treni di 10 scariche, con una frequenza di
5Hz, intervallati 15 secondi l'uno dall'altro; ciascuna scarica era composta da 4 stimoli di 100
Hz della durata di 1ms), applicata mediante 1'elettrodo stimolante.

Le registrazioni di campo sono state filtrate e digitalizzate con l'ausilio una scheda
analogico/digitale (National Instruments), interfacciata con uno specifico software di
acquisizione, realizzato dal personale tecnico dell’Istituto di Neuroscienze del CNR di Pisa.

[ grafici di LTP sono stati generati interpolando le ampiezze medie degli fEPSP in intervalli di 2
minuti, ed esprimendo le risposte come percentuale della baseline registrata
precedentemente all'induzione del potenziamento a lungo termine. Il potenziamento degli
fEPSP di ciascun gruppo e stato valutato comparando i 20 minuti di registrazione post-TBS

con i valori di baseline.
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3 - RISULTATI

3.1 - Valutazione degli effetti pro-convulsivanti della fluoxetina

In studi precedenti su modelli animali era stata riscontrata un'azione pro-convulsivante
della fluoxetina (Zienowicz et al.,, 2005; Heinen et al., 2012), in accordo col fatto che, anche
nell'uomo, € possibile associare la comparsa di crisi epilettiche ad alti dosaggi del farmaco
(Rosenstein et al,, 1993; Oke et al., 2001; Suchard, 2008).

Pertanto, la presente ricerca e iniziata con mediante uno studio volto a valutare la
comparsa di eventuali effetti collaterali gravi in animali trattati con fluoxetina somministrata a
vari dosaggi. In particolare, sono stati valutati gli effetti di tre dosaggi decrescenti tra quelli
tipicamente usati nei roditori di laboratorio: 40, 20 e 10 mg/kg/die. Tali dosaggi sono stati
valutati sia in topi trisomici sia in animali Wt. Per tutta la durata del trattamento (8
settimane), sono state monitorate sia la sopravvivenza degli animali sia la suscettibilita a crisi
convulsive, valutate mediante osservazioni comportamentali.

Nei topi Wt & stato registrato un solo caso di morte (1 su 7), riscontrato nel gruppo
trattato al massimo dosaggio di fluoxetina. Tra i Wt non € mai stato riscontrato alcun caso di
crisi tonico clonica. Nei topi trisomici, 4 animali su 10 del gruppo Ts65Dn-flx40 e 1 animale su
7 del gruppo Ts65Dn-flx20 sono morti nel corso delle 8 settimane di osservazione. Non sono
invece stati riscontrati decessi improvvisi tra gli animali Ts65Dn-flx10 (0 su 8) né tra i
controlli, sia Wt-acqua (0 su 9) che Ts65dn-acqua (0 su 7). Crisi di tipo tonico clonico sono
state invece frequentemente osservate nei soggetti Ts65Dn saggiati ai due dosaggi piu alti del
farmaco, nei Ts65Dn-flx40 (4 su 10) e nei Ts65Dn-flx20 (1 su 7), mentre nessun caso e stato
registrato nel gruppo dei soggetti trisomici saggiati al dosaggio piu basso (0 su 8).

Questi risultati suggeriscono che la fluoxetina al dosaggio di 10mg/Kg/die non sia
associata a casi di morte improvvisa e non abbia effetti pro-convulsivanti nel ceppo Ts65Dn.
Pertanto, nel corso degli esperimenti successivi tutti gli animali sono stati trattati con questo
dosaggio, allo scopo di valutarne gli effetti sul fenotipo dei topi euploidi e su quello dei

soggetti trisomici.
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Fig. 3.1. 1l grafico riporta la percentuale di morti improvvise (a) e di crisi epilettiche (b)
nei quattro gruppi sperimentali di topi trattati con diversi dosaggi di fluoxetina. In entrambe le
analisi non sono state riscontrati effetti collaterali negli animali trattati per 8 settimane con
10/mg/Kg/die di farmaco.



3.2 - Studio della memoria spaziale mediante il Morris Water Maze.

L'analisi dei dati mostra come la latenza nel trovare la piattaforma il nono giorno di
esperimento dei topi WT-acqua (10.15 + 3.04 sec; n = 5) sia statisticamente minore sia dei
trisomici non trattati (Ts65Dn-acqua, 35.07 + 5,88 s; n = 8) che dei down trattati (Ts65Dn-flx,
44 + 5.86 s; n = 8). Questi dati confermano la presenza di deficit nell'apprendimento spaziale
del ceppo Ts65Dn, ma non mostrano differenze significative tra i topi trattati e non. Le
prestazioni degli animali Wt-flx (23.55 *+ 9.33 s; n = 4) non differiscono significativamente da

quelle di Wt-acqua (fig 3.2)
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Fig 3.2 (a) Curve di apprendimento per Wt-acqua (arancio), Ts65Dn-acqua (viola),
Ts65Dn-fIx (giallo) e Wt-flx (verde). (b)L'istogramma mostra la latenza nell'individuare la
piattaforma sommersa nel corso dell'ultimo giorno di esperimento in tutti e quattro i gruppi. Al
nono giorno di esperimento e possibile osservare una differenza tra Wt-acqua e i Ts65Dn-acqua
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e tra i Wt-acqua e i Ts65Dn-flx (comparazione multipla di Holm-Sidak, p<0,05), ma non tra gli
altri gruppi

In linea con quanto descritto in letteratura, gli animali Ts65Dn mostrano una ridotta
memoria spaziale nel test senza piattaforma (probe). Mentre gli animali Wt-acqua trascorrono
la maggior parte del tempo nuotando nel quadrante ove si trovava la piattaforma, i topi
Ts65Dn-acqua nuotano indiscriminatamente in tutti i quadranti non mostrando preferenze,
mettendo cosi in evidenza l'incapacita di ricordare la posizione della piattaforma. Viceversa, i
Ts65Dn trattati con fluoxetina trascorrono la maggior parte del tempo nel quadrante di
interesse (fig 3.3). Anche se questa tendenza non é statisticamente differente da quella dei

Ts65Dn-acqua, suggerisce un trend positivo verso il recupero delle funzioni cognitive.
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Fig. 3.3. Si evidenzia una significativa differenza sperimentale tra i quattro gruppi nella
scelta del quadrante (ANOVA a due vie, P<0,001). I topi Ts65Dn-acqua non mostrano preferenza
per il quadrante di interesse, mentre quelli Wt trascorrono la maggior parte del tempo nel
quadrante SO (comparazione multipla di Holm-Sidak). Inoltre il tempo che i topi Wt-acqua
trascorrono in SO é significativamente maggiore rispetto agli altri 3 gruppi (p<0.05)
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3.3 - Studio della memoria spaziale mediante il Novel Place Recognition (NPR).

Le prestazioni cognitive di memoria spaziale a breve termine dei topi Ts65Dn e dei
controlli WT sono state valutate mediante I'utilizzo del Novel Place Recognition Test (NPR), un
test in cui e stato riportato che i topi Ts65Dn presentano deficit molto gravi (Kleschevnikov et
al., 2012). Tale test valuta la capacita degli animali di discriminare una posizione nuova
rispetto ad una vecchia di un oggetto a loro familiare e il corretto svolgimento di questo tipo di
compito & stato correlato con una appropriata funzionalita delle strutture ippocampali
(Mumby et al., 2002).

Nella fase di acquisizione, tutti i gruppi sperimentali hanno esplorato entrambi gli
oggetti in maniera equivalente, non mostrando alcun tipo di preferenza. Pertanto, tutti gli
indici di discriminazione calcolati sono risultati vicini al 50% (WT-acqua, 54.87 + 3.5%;
Ts65Dn-acqua, 47.82 + 4.45%; Ts65Dn-flx, 53.49 + 1.62%; WT-flx, 55.22 + 3.26%) (Fig. 3.4).

Nella fase di test, invece, mentre i topi Wt-acqua hanno evidenziato una preferenza di
esplorazione per l'oggetto spostato (indice di discriminazione: 76.50 + 3.48%), gli animali
Ts65Dn-acqua hanno evidenziato la presenza di un deficit mnemonico, con tempi di
esplorazione dell'oggetto spostato addirittura leggermente inferiori rispetto e quelli
dell’oggetto non spostato (indice di discriminazione: 37.20 + 7.58%) (Fig. 3.4).

Il trattamento con fluoxetina ha promosso un completo recupero delle capacita
mnemoniche nei topi trisomici, che hanno infatti mostrato una chiara preferenza di
esplorazione nei confronti dell'oggetto spostato (indice di discriminazione: 64.04 *+ 5.65%)
(Fig. 3.4). Negli animali euploidi, la fluoxetina non ha modificato i tempi di esplorazione dei

due oggetti (64.52 + 7.41%).
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Fig. 3.4. Apprendimento spaziale nel Novel Place Recognition (NPR). Nella fase di
acquisizione non sono state riscontrate differenze negli indici di esplorazione dei vari gruppi di
animali (ANOVA a una via, metodo di comparazione multipla di Holm-Sidak, p=0.377). Nella fase
di test, e stato invece riscontrato un indice di esplorazione significativamente piu basso negli
animali Ts65Dn-acqua rispetto ai Wt-acqua (ANOVA a una via, metodo di comparazione
multipla di Holm-Sidak, p=0.01). Al contrario, i topi Ts65Dn-flx hanno evidenziato un indice
statisticamente piu alto dei Ts65Dn-acqua, non significativamente diverso dal gruppo dei Wt-
acqua (ANOVA a una via, metodo di comparazione multipla di Holm-Sidak, p=0.01 e p=0.112,
rispettivamente). Il trattamento con fluoxetina non ha influenzato in maniera significativa la
performance degli animali euploidi (p=0.188).
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3.4 - Studio della plasticita sinaptica a lungo termine nell‘ippocampo

Poiché i deficit di memoria spaziale mostrati dagli animali Ts65Dn sono stati in piu casi
associati a una ridotta plasticita sinaptica ippocampale, ho condotto uno studio di
misurazione dei livelli di LTP nel campo CA1 dell'ippocampo in risposta ad una stimolazione
tetanica (TBS) applicata a livello delle collaterali di Schaffer. Studi precedenti hanno riportato
deficit marcati in tale forma di plasticita a lungo termine nei topi Ts65Dn (Siarey et al., 1997;
Kleschevnikov et al., 2004; Costa and Grybko, 2005).

I miei risultati (Fig. 3.3 a) mostrano che, dopo un episodio di TBS, il potenziamento
della risposta rispetto alla baseline ¢ risultato significativo sia negli animali Wt-acqua (167.91
+ 8.64%) sia nei topi Ts65Dn-acqua (134.68 + 11.14%). In questo secondo gruppo di animali,
perd, il livello di potenziamento e risultato significativamente piu basso rispetto a quello dei
Wt-acqua, rivelando una parziale occlusione della plasticita nei topi trisomici.

Il trattamento con fluoxetina ha portato a una completa compensazione di tale deficit.
Infatti, gli animali Ts65Dn-flx hanno mostrato livelli di potenziamento delle risposte
sinaptiche (167.31 * 10.71%) significativamente maggiori rispetto al gruppo Ts65Dn-acqua,
ma non statisticamente diversi da quelli dei Wt-acqua. Non € stata invece riscontrata alcuna
differenza tra i gruppi Wt-flx e Wt-acqua (183.87 + 12.40%).

Il trattamento cronico con fluoxetina non ha invece indotto cambiamenti significativi
nelle curve Input/Output dei Wt o dei soggetti trisomici, suggerendo che la somministrazione
di tale formaco non influenzi I'eccitabilita delle sinapsi tra le collaterali di Schaffer e i neuroni

del campo CA1 (Fig. 3.5 b).
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Fig. 3.5. (a) Livelli di LTP nei Wt-acqua, Wt-flx, Ts65Dn-acqua e Ts65Dn-flx. Mentre le fettine di
tutti i gruppi mostrano un potenziamento della risposta a sequito della TBS (ANOVA a due vie,
baseline vs. ultimi 20 minuti post-TBS, post-hoc Tukey test, p < 0.05) I livelli di LTP risultano
significativamente piu bassi nei topi Ts65Dn-acqua rispetto ai Wt-acqua (ANOVA a due vie,
baseline vs. ultimi 20 minuti post-TBS, post-hoc Tukey test, p < 0.05). I livelli di LTP dei topi
Ts65Dn-fIx sono significativamente piu alti dei Ts65Dn-acqua, ma non differiscono dai Wt-acqua
(ANOVA a due vie, post-hoc Tukey test, p < 0.05 e p = 1.0 rispettivamente). Non sono state
riscontrate differenze significative tra i livelli di LTP dei Wt-acqua e quelli dei Wt-flx. Sono inoltre
riportati esempi di risposte pre e post-theta per i quattro gruppi sperimentali. (b) Il grafico
riporta l'ampiezza dei potenziali di campo eccitatori post sinaptici (fEPSP) normalizzata sul
livello di saturazione ed espressa in funzione dell'intensita di stimolazione, nei quattro gruppi
sperimentali. LANOVA a due vie non mostra cambiamenti significativi tra i diversi genotipi e
trattamenti (p=0.339).
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4- DISCUSSIONE

[ dati riportati nella presente Tesi dimostrano che la fluoxetina puo essere utilizzata
senza rischi e con successo per favorire il recupero da deficit cognitivi e di plasticita sinaptica
nel modello murino piu studiato di SD, la linea Ts65Dn.

Ho iniziato la valutazione del trattamento cronico con fluoxetina sul ceppo Ts65Dn
utilizzando il test di Morris (MWM). [ miei risultati confermano la presenza di importanti
deficit nell'apprendimento spaziale e nella memoria nei topi trisomici non trattati. In linea con
quanto riscontrabile in letteratura, questi deficit sono associabili con una diminuita capacita
di potenziamento a lungo termine (LTP) nelle sinapsi tra le collaterali di Schaffer e le
piramidali del campo CA1l dell'ippocampo. A seguito delle 8 settimane di trattamento
farmacologico non ho riscontrato miglioramenti da parte dei Ts65Dn nelle performance del
MWM, ma e stato evidenziato un pieno recupero della loro capacita di manifestare LTP; questo
indica che la fluoxetina ha portato cambiamenti funzionali tali da favorire la plasticita
sinaptica nelle circuiterie ippocampiche. Anche se, nella maggior parte dei casi, una ridotta
capacita di LTP in ippocampo e associata ad uno scarso apprendimento spaziale (Wilson e
Tonegawa, 1997), esistono evidenze sul fatto che le prestazioni nel MWM possono essere scarse
anche se il potenziamento a lungo termine ¢ preservato; ¢ stato anche riportato il fenomeno opposto,
dimostrando che buoni risultati nel MWM sono possibili anche in animali dove il processo di LTP ¢
ridotto (Cain et al., 1997). E' importante sottolineare come il MWM richieda abilita complesse per 1
roditori che devono attuare una moltitudine di sofisticati processi mnemonici. Queste abilita
prevedono l'acquisizione della localizzazione spaziale degli stimoli visivi, che devono poi essere
processati, consolidati, mantenuti, e recuperati al fine di poter raggiungere la piattaforma sommersa
(Morris, 1984; McNamara e Skelton, 1993; Terry, 2009). L'ippocampo ¢ sicuramente una struttura
essenziale per l'apprendimento nel MWM, ma altre strutture cerebrali quali: il proencefalo basale, lo
striato, il cervelletto e la corteccia cerebrale, sono altrettanto coinvolte in questo test (d’Hooge e
Deyn, 2001). Inoltre, I'apprendimento spaziale in generale e, in maniera particolare il MWM,
sembrano dipendere dall'azione coordinata di tutte queste strutture; cid comporta che la disfunzione
di una qualsiasi di esse possa diminuire la capacita di completare con successo questo test. E'
importante sottolineare come sia negli affetti da SD che nei topi TS65Dn tutte queste strutture sono
compromesse dalla trisomia. Un alterato sviluppo neurale ¢ riscontrabile nelle conformazioni
aberranti di ippocampo (Lorenzi e Reevs, 2006; Bianchi et al., 2010) e cervelletto (Roper et al.,

2006), da questo probabilmente dipendono le ridotte capacita di affrontare il MWM dei giovani topi
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Ts65Dn. Dalla precoce degenerazione neuronale del proencefalo basale, tipica di questo ceppo,
dipende invece l'accelerato declino correlato all'eta che si riscontra nelle abilita richieste. Inoltre,
dati raccolti su pazienti affetti da SD indicano un'alterata capacita prefrontale di processare le
informazioni. E' possibile supporre che una simile disfunzione prefrontale provocata dalla trisomia
possa contribuire a peggiorare le capacita dei topi Ts65Dn nell'affrontare il MWM, analogamente a
quanto osservato nei ratti con lesioni prefrontali (Mogensen et al., 1995). Cosi sembra che i
benefici effetti del trattamento con fluoxetina sulle funzionalita ippocampali, dimostrati nel mio
studio dal ripristino di una normale capacita di LTP in ippocampo, non siano sufficienti a
compensare 1 numerosi deficit funzionali e strutturali che minano le capacita dei topi Ts65Dn di
completare con successo il MWM.

Questi risultati suggeriscono altresi la possibilita di migliorare, in eta adulta, il
fenotipo neurologico associato a precoci anomalie dello sviluppo del sistema nervoso,
concetto che raccoglie un largo interesse per le sue potenziali applicazioni cliniche (Silva e
Ehninger; 2009). Un recente studio ha riportato che un trattamento con alte dosi di fluoxetina
non favorisce un recupero comportamentale nel modello Ts65Dn, ma risulta addirittura
associato a gravi effetti collaterali, come la comparsa di crisi convulsive e perfino la morte
(Heinen et al., 2012). La dose di fluoxetina utilizzata in questo precedente lavoro corrisponde
a circa 80 mg/Kg/die, una dose due volte superiore a quella che, nella presente Tesi, € risultata
essere associata ad un significativo numero di morti e di crisi epilettiche. Mentre questo
schema ad alto dosaggio sembra efficace nel promuovere la plasticita nella corteccia visiva del
ratto adulto (Maya Vetencourt et al., 2008), i risultati raccolti in questa Tesi suggeriscono che
dosi minori di fluoxetina (circa 10 mg/Kg/die) debbano essere impiegate per ottenere un
miglior bilancio rischi/benefici nel modello Ts65Dn, maggiormente suscettibile a crisi di tipo
epilettico (Westmark et al., 2010).

In accordo con i dati raccolti nella presente ricerca, Castrén e collaboratori riportano
che un analogo basso dosaggio di fluoxetina e sufficiente ad incrementare la plasticita
cerebrale nei circuiti neurali del topo coinvolti nella memoria della paura (Karpova et al.,
2011). Inoltre, € stato anche mostrato come questo protocollo di trattamento cronico con
fluoxetina porti a livelli plasmatici del farmaco simili a quelli raggiunti da pazienti umani
trattati con lo stesso (Raju et al, 1999; Karpova et al, 2011). Questi risultati, nel loro
complesso, incoraggiano ulteriori studi volti ad investigare l'applicabilita della fluoxetina sulle
persone affette da SD.

Attualmente, all'Istituto di Neuroscienze del CNR di Pisa, il gruppo di ricerca del Dott.

42



Sale sta raccogliendo dati che dimostrano come il rilascio di GABA, statisticamente accresciuto
nell‘ippocampo dei topi Ts65dn rispetto agli animali euploidi, venga riportato a livelli normali
dopo 8 settimane di trattamento cronico con fluoxetina. Questi risultati confermano il fatto
che l'eccessiva inibizione sia il meccanismo cellulare alla base della patogenesi della SD
(Fernandez and Garner,2007) e suggeriscono che gli effetti benefici della fluoxetina siano
dovuti ad una normalizzazione del tono inibitorio intra-cerebrale. In accordo con tale ipotesi,
studi recenti hanno dimostrato che I'azione fluoxetina promuove la plasticita neurale tramite
una riduzione dei livelli di GABA, sia in corteccia visiva sia nel midollo spinale (Maya-
Vetencourt et al., 2008; Scali et al., 2013).

Nel topo Ts65dn la riduzione dei livelli di inibizione per mezzo di vari agenti
farmacologici porta ad un recupero dei deficit cognitivi (Fernandez et al., 2007; Rueda et al,,
2008; Kleschevnikov et al.,, 2012; Colas et al., 2013; Martinez-Cue et al., 2013). L'approccio piu
comune, quello di una diretta modulazione dei recettori GABA-a e GABA-b, comporta pero, € di
ridotta applicabilita all'uomo, perché comporta 'uso di farmaci utilizzati non approvati dalla
FDA o con un'indesiderata azione pro-convulsivante. In questo contesto, la mia ricerca indica
che il trattamento con fluoxetina alla dose di 10 mg/Kg/die consente di ridurre l'inibizione e
di evitare effetti collaterali potenzialmente letali, promuovendo un marcato recupero della
plasticita sinaptica e delle abilita cognitive nei topi Ts65Dn adulti.

La capacita della fluoxetina di ridurre il rilascio di GABA potrebbe essere legata
direttamente all'innalzamento dei livelli cerebrali di serotonina (5-HT) che questo farmaco
comporta. Infatti, la 5-HT inibisce il rilascio di GABA in varie regioni del cervello, agendo
tramite un meccanismo presinaptico mediato dalla famiglia dei recettori della serotonina 5-
HT1/2 (Koyama et al, 1999; Xiang and Prince, 2003) e probabilmente regolando la
disponibilita delle vescicole di neurotrasmettitore (Wang and Zucker, 1998). Questi risultati
sono in accordo con quanto gia dimostrato in ratti adulti sottoposti ad arricchimento
ambientale o a trattamento con fluoxetina. In entrambi i modelli e stato dimostrato un
incremento dei livelli di 5-HT accompagnato da una diminuzione del rilascio di GABA
extracellulare (Sale et al., 2007; Maya Vetencourt et al., 2008; Baroncelli et al., 2010).

La fluoxetina potrebbe migliorare le capacita mnemoniche e la plasticita sinaptica dei
topi Ts65dn anche mediante meccanismi molecolari diversi dalla regolazione dei livelli di
rilascio del GABA. In particolare, la fluoxetina potrebbe stimolare un recupero funzionale
attraverso la sua capacita di promuovere l'espressione del BDNF e la neurogenesi

ippocampale (Castren, 2004; Clark et al., 2006; Bianchi et al., 2010) alterate nei pazienti e nei
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modelli animali di SD (Bimonte-Nelson et al., 2003; Pollonini et al., 2008; Bartesaghi et al.,
2011),

Negli ultimi decenni l'aspettativa di vita degli individui affetti da SD e cresciuta grazie al
miglioramento dell'assistenza sanitaria, tanto da permettere loro di sopravvivere ai genitori.
Pertanto, la ricerca di trattamenti capaci di migliorare le funzioni cognitive nei soggetti con SD
& estremamente importante ed attuale. La presente ricerca pud incoraggiare nuovi tentativi
sperimentali volti ad investigare le potenzialita della fluoxetina nel trattamento dei deficit

funzionali in persone adulte affette da SD.
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