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RIASSUNTO

Il consumo di Cannabis fra gli adolescenti & sempre piu diffuso ed il dibattito
politico a favore della sua legalizzazione ribadisce la necessita di comprendere
la relazione tra esposizione precoce alla Cannabis e successivo sviluppo di

patologie psichiatriche.

Studi condotti precedentemente nel nostro laboratorio hanno dimostrato che
rattifemmine trattati cronicamente durante il periodo adolescenziale (35-45 post
natal day o PND) con dosi crescenti dell’'ingrediente psicoattivo della cannabis,
il delta-9-tetraidrocannabinolo (THC), sviluppano in etd adulta un fenotipo simil
depressivo-psicotico. Questo fenotipo non si sviluppa quando 1o stesso
trattamento viene condotto in etd adulta, suggerendo quindi che I'adolescenza
rappresenta un periodo particolarmente vulnerabile agli effetti avversi della
cannabis. Tuttavia la neurobiologia di questa vulnerabilitd rimane ancora poco

chiara.

Effetti come quelli indotti dal THC, che si sviluppano nel tempo e permangono
anche a lungo, spesso richiedono cambiamenti dell’espressione genica ed e
noto che un ruolo determinante nel modificare I'espressione genica é rivestito
dai meccanismi epigenetici. Inoltre, un numero sempre maggiore di lavori
dimostra il coinvolgimento dei meccanismi epigenetici nell’eziologia delle

patologie psichiatriche.

Sulla base di queste premesse, il primo obiettivo della presente tesi e stato quello
di valutare se il trattamento cronico con THC in adolescenza fosse in grado di
indurre alterazioni delle modificazioni istoniche. A tale scopo ratti femmine
adolescenti (PND 35) del ceppo Sprague-Dawley sono stati trattati due volte al
giorno, per 11 giorni, con iniezioni intraperitoneali (ip) di dosi crescenti di A?-THC:
2.5 mg/kg (35-37 PND), 5 mg/kg (38-41 PND), 10 mg/kg (42-45 PND), o del
rispettivo veicolo. Due, 24 e 48 ore dalla fine del frattamento, tramite saggi di
Western blot, sono state valutate alcune delle modificazioni epigenetiche piu
coinvolte nello sviluppo delle malattie psichiatriche. In particolare sono state
investigate le modificazioni dell’istone H3, tra cui le metilazioni della lisina 9 e 27

(marker di repressione genica) e le acetilazioni della lisina 9 e 14 (marker di
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attivazione genica). | saggi sono stati condotti a livello della corteccia
prefrontale, un'area particolarmente importante per la modulazione del

comportamento emotivo.

| risultati ottenuti dimostrano che il trattamento cronico con THC in adolescenza
e in grado di alterare il normale rimodellamento della cromatina, inducendo
cambiamenti nelle modificazioni istoniche che avvengono a livello della
corteccia prefrontale. Queste alterazioni sono gia visibili subito dopo 2 ore dalla
sospensione del trattamento con un incremento dei livelli di H3K9me3 (25%). Tale
incremento diventa piu intenso (48%) a 24 ore dall’ ultima somministrazione di THC
ed e accompaganto da un incremento significativo dei livelli di H3K9me?2 (25%).
Oltre alle alterazioni dei marker associati a repressione genica, a 24 ore
dall’'ultima iniezione di THC si evidenziano anche alterazioni dei livelli di H3KT14Ac
(26%)., un marker associato ad attivazione frascrizionale. Queste alterazioni
risulfano essere fransienti in quanto non sono piu presenti 48 ore dopo la

sospensione del frattamento

A scopo comparativo, lo stesso schema di frattamento e le stesse analisi sono
state condotte in animali adulti (75-85 PND). | risultati oftenuti hanno mostrato
che, a 2 ore dalla fine del frattamento, si osserva un incremento significativo
dell'H3K9me3, come quello osservato in seguito all’esposizione adolescenziale,
ma al contrario di quanto osservato negli animali adolescenti, in tutte le
tempistiche successive (2 e 24 ore) non vi € nessuna alterazione significativa.
Complessivamente, irisultati ottenuti supportano I'ipotesi che la H3K?me3 sia una
delle principali modificazioni istoniche compromesse dall’esposizione cronica al
THC e che questo effetto sia indipendente dal periodo di esposizione, mentre
I'incremento di H3K9me2 e di H3K14ac siano specificatamente dovute

all'esposizione adolescenziale.

Dato che le modificazioni epigenetiche si riflettono sulla trascrizione genica, il
secondo scopo della seguente & stato quello di valutare se il trattamento
cronico con THC induce alterazioni trascrizionali a livello della PFC degli animali
adolescenti. L'evento biologico che caratterizza il cervello adolescente e
I'intenso rimodellamento sinaptico ed il sistema endocannabinoide sembra

giocare un ruolo importante nel controllo dei meccanismi di plasticitd sinaptica.
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Sulla base di queste evidenze, sono stati condotti saggi di Real-Time PCR per
valutare il profilo di espressione di geni del sistema endocannabinoide e di geni
direttamente o indirettamenti coinvolti nei processi di plasticita sinaptica. Piu
specificatamente sono stati valutati geni del sistema endocannabinoide (Cnrl,
Faah, Mgll, Ppara e Pparg), geni appartenenti al sistema glutammatergico
(Grial, Gria2, Grinl, Grin2a, Grin2b, Grm1, Grm2, Grm3 e Grm5), GABAergico
(Gabbrl, gabbr2, Gabral, gabra2, Gabrbl, Gadl e Abat) e serotoninergico
(Htr2a), di geni codificanti per enzimi coinvolti nelle modificazioni epigenetiche
(Sirt1) e codificanti per proteine direttamente coinvolte nei processi e nelle
pathway di rimodellamento sinaptico (DIg4, Bdnf, Nirk12, Camk2a, Camk2g,
Pdyn, Prkaca, Nos1, Creb1, Homerl, Pickl, Synpo, Crebbp, Arc, Reln e Adcyl).
Per studiare il time-course delle possibili alterazioni trascrizionali e la loro
persistenza, i saggi sono stati condotti a 2, 24 e 48 ore dall'interruzione del
trattamento e al PND 75.

| risultati ottenuti dall’analisi dei trascritti mostrano un quadro di generale
downregolazione indotto dal trattamento adolescenziale con THC. Questo
effetto si manifesta giad a due ore dalla fine del trattamento e diventa piu intenso
e ampio a 24 ore, dove 17 trascritti su 37 sono significativamente ridotti. Questo
forte e generale effetto di downregolazione osservato fino a 24 ore dalla fine del
frattamento, a fronte delle alterazioni osservate a livello istonico, potrebbe
essere giustificato dall'incremento di di- e tri-metilazione della lisina 9 dell’istone
H3, osservato nelle stesse tempistiche. Al contrario, a 48 ore dall’ultima iniezione,
il quadro appare ben diverso: tutti i messaggeri vengono riportati a controllo o
sono significativamente aumentati. A sua volta, questo recupero potrebbe
essere mediato a livello istonico dall'incremento di acetilazione. E quindi
ipotizzabile che in seguito al grosso effetto di repressione genica indotto dal
trattamento cronico con THC, il cervello adolescente risponda innescando un

meccanismo atto a cotfrobilanciare la downregolazione osservata.

Per valutare se negli animali pre-esposti al THC durante il periodo adolescenziale
le alterazioni a carico dei livelli di messaggero fossero alterazioni persistenti o
transienti, lo stesso pannello di analisi € stato condotto a 30 (PND 75) giomni
dall’'ultima iniezione di THC, quando il fenotipo simil depressivo-psicotico &

presente. | risultati ottenuti al PND 75 indicano che 8 geni risultano essere
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significativamente alterati. Tra questi vi sono i messaggeri di Grial, Gria2, Grm3,
Gabral, Abat, Dig4 e Nirk12 che sono significativamente incrementati, mentre
solo il messaggero del gene Reln, che codifica per la Relina, risulta essere
fortemente downregolato. E probabile che la maggior parte degli eventi
innescati dal trattamento cronico con THC in adolescenza vengano recuperati
al raggiungimento dell’eta adulta, fuorche i livelli trascrizionali di alcuni geni, fra
cui Grial e Reln, che sono particolarmente interessanti per il fenotipo mostrato
da questi animali, in quanto sembrano giocare un ruolo importante nei disturbi

psichiatrici.

Sempre a scopo comparativo, lo studio del profilo genico e stato condotto negli
animali adulti. Il profondo effetto di downregolazione osservato a 24 ore
dall’ultima iniezione di THC negli animali adolescenti, non e stato riscontfrato
qguando lo stesso frattamento e stato condotto in etd adulta. Infatti, osservando
i dati oftenuti dall’analisi degli stessi geni negli animali trafttati durante I'etd
adulta, solo i messaggeri di 5 geni risultano essere significativamente ridotti:
Ppara, Grm2, Pickl e Reln, mentre solo il gene che codifica per Bdnf risulta essere
significativamente incrementato rispetto agli animali controllo. Per quanto
riguarda il frattamento in etd adulta, € quindi evidente che il THC non siain grado
di indurre modificazioni dei trascritti cosi profonde come quelle osservate in

seguito al frattamento in adolescenza.

Dato che il principale evento epigenetico indotto dall’esposizione cronica al
THC e I'incremento dei livelli di H3K9me3, I'obiettivo successivo e stato quello di
valutare I'espressione dell’enzima responsabile della trimetilazione dell’H3K?

Suv39%h1, in seguito al trattamento adolescenziale con THC.

[ risultati ottenuti ci hanno mostrato che 2 e 24 ore dopo I'ultima iniezione di THC,
i livelli di Suv39h1 sono significativamente aumentati nella corteccia prefrontale,
suggerendo che l'incremento di frimetilazione dell’H3K?, osservato 2 e 24 ore
dopo il trattamento adolescenziale con THC, sia la diretta conseguenza

dell'incremento di Suv3%hl.

Infine, I'ultimo obiettivo di questa tesi € stato quello di comprendere il ruolo svolto
dall'incremento di H3K9me3 nello sviluppo del fenotipo simil depressivo-psicotico

indofto dall'esposizione adolescenziale al THC. A tale scopo gli animali
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adolescenti esposti al THC sono stati co-trattati con il farmaco epigenetico
Chaetocin, un inibitore dell’enzima Suv3%h1. | test comportamentali condotti al
PND 75, time-point in cui gli animali raggiungono I'etd adulta e si sviluppa |l
fenotipo simil depressivo-psicotico, dimostrano che il co-frattamento con
Chaetocin € in grado di prevenire i deficit cognitivi indotti dall’esposizione

adolescenziale al THC, ma non quelli della sfera emotiva.

In conclusione, i risultati presentati in questo progetto di tesi indicano che
l'esposizione adolescenziale alla cannabis agisce a livello epigenetico
inducendo alterazioni delle modificazioniistoniche. Tali modifiche siripercuotono
a livello trascrizionale causando alterazioni a breve e a lungo termine di specifici
geni coinvolti nei processi di plasticita sinaptica. Gli effetti osservati sia a livello
istonico che trascrizionale sembrano essere etd-dipendenti, indicando una
maggiore vulnerabilitd del cervello adolescente agli effetti avversi della
cannabis. | nostri risultati supportano inoltre il coinvolgimento, almeno in parte,
della trimetilazione della lisina 9 sull'istone H3 nello sviluppo delle alterazioni
comportamentali osservate negli animali adulti pre-esposti al THC. Infatti, la
somministrazione durante I'esposizione adolescenziale al THC di un inibitore
dell’enzima Suv3?hl, I'enzima responsabile di questa modificazione, previene la

comparsa dei deficit cognitivi osservati in etd adulta.

Studi futuri saranno necessari per ricercare quali meccanismi epigenetici
possano essere coinvolti nello sviluppo dei deficit della sfera emotiva indotti

dall’esposizione adolescenziale al THC
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INTRODUZIONE

1. CANNARBIS E SISTEMA ENDOCANNABINOIDE

La Cannabis Sativa o Canapa Indiana, nota anche con il nome di Marijuana, &
una delle piu antiche piante conosciute dall’'umanitd. Appartenente alla
famiglia delle Cannabaceae, essa rappresenta I'unica pianta al mondo che
puo essere utilizzata sia come droga che come fibra.

La cannabis contiene piu di 600 sostanze: di queste circa un centfinaio risultano
essere di particolare interesse in quanto facenti parte della classe dei
cannabinoidi, la cui caratteristica peculiare € la struttura terpenfenolica; i piu
abbondanti rappresentanti di tale classe sono il cannabinolo, il cannabidiolo ed
alcuni isomeri del tetraidrocannabinolo. Tuttavia, il composto responsabile della
maggior parte degli effetti psicoattivi della cannabis €& il delta-9-
tetraidrocannabinolo (THC) isolato nel 1964 da Gaoni e Mechoulam (Gaoni e
Mechoulam, 1964). II THC si trova principalmente in una resina dorata
appiccicosa essudata dalle inflorescenze e contenuta anche nelle foglie della
pianta. La percentuale di THC puo variare dal 7 al 14%, anche se negli ultimi anni
sono comparse delle varietd con una percentuale di THC che puo raggiungere
anche il 30% (fino a quattro volte in piu dei livelli normali), grazie alle tecniche di
coltivazione indoor che permettono di ottimizzare la qualitd del prodotto. La
maggioranza degli altri cannabinoidi non da effetti psichici significativi, anche
se possono interagire con il THC variandone gli effetti sia in senso positivo che
negativo. E’ utile sottolineare che altri composti si ottengono per pirolisi dal fumo
di cannabis e possono a loro volta partecipare agli effetti psicoattivi della droga
(Tieerdema, 1987).

Il principale effetto della cannabis & quello di indurre uno stato detto “high” in
cui la persona appare rilassata e mediamente euforica, con alterazioni
percettive che possono includere distorsioni temporali, uditive e visive ed un
rallentamento delle funzioni cognitive; tra i sinftomi piu comunemente associati
all'utilizzo di cannabis si riscontrano inoltre alterazioni significative correlate con
I'incremento del battito cardiaco, vasodilatazione, bocca secca e stimolazione

dell'appetito.



Introduzione

Solo negli anni '90 si arriva all'identificazione e al clonaggio dei recettori per i
cannabinoidi (Matsuda L. et al., 1990; Munro et al., 1993), a cui segue la scoperta
di composti cannabici endogeni (Devane et al., 1992) e la sintesi di composti
agonisti ed antagonisti selettivi (Rinaldi-Carmona M., 1992).

Oggi, con il termine “sistema degli endocannabinoidi” ci si riferisce ai recettori,
ai loro ligandi endogeni ed ai meccanismi che ne regolano la sintesi, il trasporto
e la degradazione (Di Marzo et al., 2004; Freund et al., 2003; Fride, 2005; Piomelli,
2003).

RECETTORI PER | CANNABINOIDI E LORO LOCALIZZAZIONE

A causa dell'alta lipofilia dei cannabinoidi naturali, per molto tempo si ebbe la
convinzione che il loro meccanismo d’'azione risiedesse nella capacita di stabilire
interazioni aspecifiche con i lipidi di membrana, alterandone cosi la fluidita.
L'osservazione che i cannabinoidi possedessero una certa stereoselettivitd,
come evidenziato dalla forte perdita di potenza degli enantiomeri del A?-THC
utilizzati in svariati test comportamentali, rendeva tuttavia plausibile I'ipotesi di
un'interazione specifica e la presenza quindi di specifici recettori di membrana
deputati alla trasduzione del segnale.

Negli anni ‘90 sono stati identificati e clonati due recettori cannabici: il recettore
CBI1, distribuito prevalentemente nel sistema nervoso centrale (Herkenam et al.,
1991) e il recettore CB2, localizzato prevalentemente a livello periferico (Munro
et al., 1993). Studi recenti dimostrano la presenza del recettore CB2 nella glia
durante i processi infiammatori e neurodegenerativi, mentre le evidenze di una
sua espressione neuronale sono ancora contraddittorie.

Inoltre, recenti lavori hanno dimostrato come gli endocannabinoidi siano in
grado dilegarsi a recettori diversi dai CB1 e CB2, tra cuiirecettori GPR55, PPARa,
PPARY e i TRPV1.

RECETTORE CBI

Il primo recettore cannabico ad essere identificato fu il recettore CB1(Matsuda
L. et al., 1990). | recettori CB1 sono presenti in numerosi mammiferi, incluso
I'uomo, e sono particolarmente abbondanti in alcune regioni cerebrali: si tratta,
per esempio, dei gangli della base (substantia nigra, globo pallido, nucleo

entopeduncolare e caudato-putamen laterale), dello strato molecolare del
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cervelletto, dell'ippocampo (il particolare le zone CA1 e giro dentato) e della
corteccia cerebrale (Herkenam et al., 1991). Sebbene in minor densitd, i recettori
CB1 sono rilevabili anche in aree limbiche quali I'accumbens e I'amigdala,
nell'ipotalamo, nel mesencefalo, nel midollo allungato e nel midollo spinale.
Esiste una forte e peculiare correlazione tra la distribuzione del recettore
cannabico e gli effefti della sua aftivazione in vivo: I'elevata densita del
recettore nei gangli basali e nel cervelletto, cioe a livello dei sistemi motori, &
infatti iconducibile alle alterazioni dell’attivitd motoria indotta dai cannabinoidi
(Herkenham et al.,1991); i recettori cannabici corticali sono senz'altro coinvoltiin
alcuni degli effetti psicoattivi dei cannabinoidi, quali I'euforia iniziale, I'alterato
senso del tempo, la difficoltd a concentrarsi, allucinazioni e disforia; I'alta densitd
del recettore nell'ippocampo potrebbe, invece, essere alla base delle
alterazioni della memoria e dell’apprendimento indotte dai cannabinoidi (Miller
e Braconnier, 1983). L'assenza di recettori CB1 nel tronco cerebrale, dove sono
localizzati i centri regolatori della funzione respiratoria e cardiaca (Millhorn e
Eldridge, 1986), ben si accorda con la bassa letalita legata all’overdose di
cannabis. Sebbene irecettori CB1 siano prevalentemente localizzati a livello del
sistema nervoso centrale, basse densita recettoriali sono state identificate anche
nei tessuti periferici quali la milza, il cuore, i testicoli, il timo, il midollo osseo e le
tonsille (Amery, 1998). Sono anche espressi a livelli piu bassi nella microglia e
I'attivazione di tali recettori influenza la funzione delle cellule gliali, come la
migrazione verso i siti danneggiati (Stella, 2010).

| recettori CB1 appartengono alla famiglia dei recettori accoppiati alle G
proteine e presentano, quindi, la ftipica struttura con i sette domini
transmembrana, la porzione N-terminale extracellulare e quella C-terminale
infracellulare che comunica con la proteina tfrimerica composta da una
subunita a, con attivitd GTP-asica, una subunita p e una subunita y (Howlett et
al, 1991). L'attivazione dei recettori CB1, attraverso I'accoppiamento con
proteine Gi e Go, inibisce I'attivitd dell’adenilato ciclasi, stimola la via delle MAP
chinasi (Amery, 1998), modula I'attivazione delle correnti di potassio di tipo A e
“inwardly-rectifying”, inibisce le correnti di calcio di tipo N e P/Q.

Nel sistema nervoso centrale i CBIR sono localizzati prevalentemente a livello
presinaptico e la loro attivazione inibisce il rilascio dei neurotrasmettitori dagli

assoni terminali.
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RECETTORE CB2

Il recettore CB2 e stato clonato qualche anno piu tardi e possiede un’omologia
del 44% con il recettore CB1 (Munro et al., 1993). | recettori CB2 sono anch’essi
accoppiati alle proteine Gi, percid la loro attivazione porta all’'inibizione
dell’adenilato ciclasi e all’attivazione della via delle MAP chinasi, ma non hanno
alcun effetto sui canaliionici. | recettori CB2 sono anche capaci di aumentare il
rilascio di ceramide e ossido nitrico (Amery, 1998). Questirecettori sono localizzati
principalmente sulle cellule immunitarie e, quando attivati, possono modulare la
migrazione delle cellule stesse e il rilascio di citochine (Klein et al., 1998; Schatz et
al.,1997). Elevati livelli del recettore CB2 si riscontrano inoltre nella microglia
attivata (Stella, 2010; Pertwee et al. 2010; Di Marzo, 2009).

ALTRI RECETTORI PER | CANNABINOIDI
Recettore GPR55

Recenti lavori dimostrano che gli endocannabinoidi sono in grado di legare |l
recettore "orfano” chiamato GPRS5, il quale viene prudentemente definito
come recettore “atipico” per i cannabinoidi. Anche il GPR55 appartiene alla
classe dei recettori accoppiati alle G proteine, € presente in numerosi organi e
tessuti, incluso il cervello ed ha un’omologia di sequenza col CB1 inferiore al 20%.
A differenza dei CB1R e CB2R, trasduce il segnale attraverso proteine Gqg e
G12/13, attivando la fosfolipasi C e la famiglia delle piccole GTPasi, come ad
esempio RhoA. Gli antagonisti classici dei recettori CB1 e CB2 si comportano
come agonisti nei confronti del GPR55, mentre I'agonista cannabico sintetico
CP-55,940 agisce come antagonista/agonista parziale.

Recettore TRPV]

E ormai noto che il cannabinoide endogeno AEA, ma non il 2-AG, sia in grado
di attivare i recettori per i vanilloidi TRPV1 (transient receptor potential vanilloid
type 1) legandosi, anche se con affinitd minore rispetto a quella per i recettori
CB1 e CB2, a livello di un sito citosolico e provocando un aumento di Ca2+
infracellulare (Di Marzo et al., 2001; Zygmunt et al., 1999); tuttavia il ruolo di questi
recettori canale sugli effetti comportamentali e neurochimici dell’anandamide
rimane ancora largamente da chiarire (Piomelli, 2003; Solinas et al., 2006; Solinas
et al., 2007b).
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Il recettore TRPV1 & un canale non selettivo per cationi, di natura eccitatoria,
altamente espresso nei neuroni primari delle fibre afferenti dove agisce come
integratore molecolare degli stimoli nocicettivi. Viene anche espresso in diverse
aree cerebrali e talvolta € colocalizzato con il CB1R. TRPV1 pud essere attivato
da diversi stimoli, quali il calore, protoni e agonisti vanilloidi, cosi definiti per la
presenza nella loro struttura di un nucleo vanillinico, come nel principio attivo del
peperoncino, la capsaicina.

Recettori PPAR

Dati recenti dimostrano che alcuni endocannabinoidi o i loro metaboliti sono in
grado di attivare i recettori nucleari “proliferator-activated” dei perossisomi
(PPAR) ed in particolare i PPAR alfa e i PPAR gamma. Attraverso I'interazione con
questi recettori nucleari gli endocannabinoidi sembrano regolare il metabolismo

glucidico e lipidico, nonché le risposte infiammatorie.

LIGANDI PER | RECETTORI CANNABINOIDI

ENDOCANNABINOIDI

La scoperta dei recettori per i cannabinoidi e la disponibilitd di agonisti
cannabici altamente selettivi e potenti, ha permesso anche Ila rapida
naturali per i recettori cannabici: nel 1992 Devane (Devane et al., 1992) isold
infatti  da estratti  di  cervello porcino una sostanza lipidica, [I'N-
arachidonoiletanolamina, chiamata anandamide (dal sanscrito “ananda™ che
significa serenitd interiore, estasi), in grado di legare i recettori cannabici CB1 e
CB2 e diindurre gli effetti farmacologici del THC. L'anandamide (AEA), essendo
stato il primo agonista endogeno dei recetftori cannabinoidi ad essere
identificato, viene considerato il capostipite degli endocannabinoidi: questa
molecola € in grado dilegare sia il recettore CB1 che il recettore CB2, anche se
quest’ultimo con un’affinita piu bassa (Felder et al., 1996), comportandosi come
agonista parziale (Burkey et al.,1997). L' AEA inolfre si comporta come agonista
puro per i recettori vanilloidi TPVR1, ma anche in questo caso con un'affinitd piu
bassa di quella per il recettore CBI1. E presente ad elevate concentrazioni
nell'ippocampo (Felder et al., 1996; Bisogno et al., 1999), nella corteccia, nel

talamo (Felder et al., 1996) e nel cervelletto, ma anche nel sistema limbico, nello
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striato, nel diencefalo e nel mesencefalo (Bisogno et al., 1999) di specie animali
diverse, incluso I'uomo (Felder et al., 1996).

In sequito alla scoperta di questo ligando, sono stati caratterizzati altri derivati
degli acidi grassi polinsaturi, che si comportano come agonisti funzionali dei
recettori dei cannabinoidi (Sugiura et al., 1995; Hanus et al., 1993). Tra questi
composti, nel tentativo di cercare un ligando selettivo per il CB2, e stato
identificato nel 1995 il 2-arachidonoilglicerolo (Mechoulam et al., 1995; Sugiura
et al., 1995). Sebbene inizialmente isolato da tessuti periferici, il 2-AG e soprattutto
presente a livello del sistema nervoso centrale, dove si trova in concentrazioni
molto piu elevate di quelle dell’ AEA. Il 2-AG lega siairecettori CB1 che i CB2 con
minor affinita dell’ AEA, ma maggior efficacia mentre non € in grado di attivare i
recettori TPRV1.

L'anandamide e il 2-AG hanno strutture diverse, differenti vie di biosintesi e di
degradazione ed in aggiunta, sembrano essere prodotti in risposta a differenti
stimoli (Di Marzo et al., 2004; Freund et al., 2003; Fried, 2005; Piomelli, 2003). Un
recente lavoro ha mostrato come I'anandamide sia in grado di inibire la sintesi
e gli effetti del 2-AG a livello dello striato (Maccarrone et al., 2008). Sulla base di
questi studi & stato ipotizzato che I'anandamide ed il 2-AG giochino ruoli opposti
sia in condizioni fisiologiche che patologiche (Piomelli, 2003).

Le vie anaboliche e cataboliche per la produzione e la degradazione degli

endocannabinoidi, coinvolgono una lunga e complessa cascata enzimatica.

SINTESI E DEGRADAZIONE DELL'’ANANDAMIDE

Per quanto riguarda I'AEA esistono almeno quattro via di sintesi alternative che
partono dal precursore fosfolipidico di membrana N-arachidonoil-fosfatidil-
etanolamina (NArPE); la piu diretta (conversione diretta) viene catalizzata da
una fosfodiesterasi selettiva per le N-acil-fosfatidiletanolamine (NAPE-PLD) in
seguito ad un rialzo dei livelli di calcio intracellulari e/o all’attivazione di
particolari recettori. Altre vie biosintetiche sempre a partire da NArPE possono
essere catalizzate dalla fosfolipasi C con produzione di fosfoAEA (convertita ad
AEA da una fosfatasi), o come evidenziato piu recentemente, da una forma
solubile di fosfolipasi A2 con produzione di 2-lisoNArPE convertita in AEA da una

lisofosfolipasi D.

11



Introduzione

Dopo la sua ricaptazione I'AEA viene idrolizzata dell’enzima amide idrolasi degli
acidi grassi (FAAH, un enzima legato alle membrane) con formazione di
etanolamina ed acido arachidonico. Esistono anche altre vie degradative, la
cuirilevanza, pero, a livello fisiologico € ancora discutibile. Ad es. in condizioni in
cui l'atftivitd della FAAH & soppressa, I'AEA diventa substrato per le
cicloossigenasi 2 (COX2) con produzione dei corrispondenti derivati idroperossidi

che vengono poi convertiti in prostamidi.

2-ARACHIDONOILGLICEROLO (2-AG)

Il 2-AG viene prodotto quasi esclusivamente per idrolisi del diacilgliceorlo (DAG)
tramite una diacilglicerolo lipasi (DAGL). Alternativamente, la fosfolipasi A1 pud
generare un lisofosfolipide che pud essere idrolizzato a 2-AG da una liso-
fosfolipasi C. A livello neuronale la biosintesi di 2-AG sembra essere attivata da
elevati livelli intracellulari di calcio. Sebbene I'idrolisi del 2-AG possa essere
catalizzata anche dalla FAAH, lo stesso enzma che degrada I'AEA, la via
catabolica piu importante € a carico di una monogliceride lipasi (MAGL), una
serina idrolasi citosolica che converte i monogliceridi in acido grasso e glicerolo.
Il 2-AG pud essere metabolizzato anche da alire lipasi recentemente isolate
quali I'alfabeta idrolasi 6 (ABHD6) ed ABHD12.

Come per I'AEA, in condizioni in cui I'attivitd della MAGL & soppressa, il 2-AG
diventa substrato per le COX2 con produzione dei corrispondenti derivati
idroperossidi che vengono poi convertiti in gliceril prostaglandine.

Infine la lipofilia degli endocannabinoidi costituisce un ostacolo anche peril loro
“trafficking” citosolico verso i siti di idrolisi (ad es. il reticolo endoplasmico per
I'’AEA). A tale proposito 2 proteine in grado di legare gli acidi grassi, le FAP 5 e 7,
sono state recentemente isolate ed identificate come carriers infracellulari

dell’ AEA almeno in sistemi di overespressione.

ALTRI ENDOCANNABINOIDI

La scoperta dell’ AEA e del 2-AG e stata seguita da quella di altfre molecole che
fanno parte della famiglia degli endocannabinoidi come la N-arachidonoil-
dopamina (NADA), I'N-arachidonoil glycerol-etere (noladin etere) e I'O-
arachidonoil-etanolamina, chiamata anche virodamina, la cui caratterizzazione

€ ancora in corso.

12



Introduzione

AGONISTI

La conoscenza della struttura primaria delle proteine recettoriali ha permesso,
nell’ultimi 20 anni, lo sviluppo di numerosi composti agonisti per i due recettori
cannabici, a partire da modifiche strutturali nella molecola del THC. In accordo
con la loro struttura chimica, gli agonisti cannabici vengono suddivisi in quattro
gruppi: il primo gruppo e costituito dai derivati benzopiranici, fra cui ritroviamo i
costituenti naturali della cannabis, quali il A-9THC, il A-8THC, il cannabinolo ed |l
costituente non psicoattivo cannabidiolo, nonché alcuni agonisti selettivi per il
recettore CB2 quali il JWH133 e I'HU308. Il secondo gruppo comprende i
composti biciclici, il cui principale esponente, e il CP-55,940 mentre, al terzo
gruppo appartengono gli aminoalchilindoli, rappresentati dal WIN-55212-2 e dall
JWHO15 selettivo per il recettore CB2; al quarto gruppo appertengono i ligandi
endogeni perirecettori cannabici che comprendono amidi ed esteri degli acidi
grassi di cui, i rappresentanti piu conosciuti e caratterizzati sono I'anandamide
ed il 2-arachidonoilglicerolo (Devane et al., 1992; Mechoulam et al., 1995;

Sugiura et al., 1995).

ANTAGONISTI

La ricerca nel campo dei cannabinoidi & progredita ulteriormente grazie alla
sintesi di composti antagonisti selettivi per i due tipi di recettori cannabici CB1 e
CB2. Il primo composto disponibile € stato I'SR141716A (rimonabant) (Rinaldi-
Carmona et al, 1992), antagonista ad alta affinita (dell’ordine delle nanomoli)
per il recettore cenfrale CB1. Esso € attivo anche per via orale e questo, lo rende
interessante per un suo possibile impiego terapeutico. Nei test comportamentali
I'SR141716A antagonizza pienamente i classici effetti indotti dai cannabinoidi,
ma alcuni studi riportano una sua capacitda diindurre effetti opposti a quelli degli
agonisti cannabici, suggerendo un comportamento da agonista inverso
(Bouaboula et al, 1995). L'SR144528 & invece un antagonista selettivo per |l
recettore CB2, ad altissima affinita (dell’ordine delle picomoli) ed attivo anche
per via orale. Un antagonista del recettore CB1 analogo al’SR141716A € ' AM251
il quale contiene un gruppo 4-iodiofenile al posto del 4-clorofenile. (Haller et al,
2004; Pistis et al, 2004; Rodgers et al, 2005).
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MECCANISMO D’AZIONE DEGLI ENDOCANNABINOIDI

Gli endocannabinoidi agiscono come mediatori locali, legandosi ai recettori
cannabinoidi. A livello del sistema nervoso centrale, la presenza di alte
concentrazioni di endocannabinboidi e dei loro recettori sulle sinapsi
GABAergiche e glutammatergiche suggerisce il loro coinvolgimento nella
modulazione della frasmissione sinaptica. A differenza degli altri
neurotrasmettitori, infatti, gli endocannabinoidi non vengono immagazzinati in
vescicole e rilasciati per esocitosi, ma sono sintetizzati su richiesta per clivaggio
spazio sinaptico (Cadas et al., 1997; Di Marzo et al., 1994). L'eccitazione protratta
del neurone pre-sinaptico determina la depolarizzazione del neurone post-
sinaptico ove, attraverso un meccanismo mediato dall’apertura dei canali del
Ca?* voltaggio-dipendenti e la concomitante attivazione dei recettori
metabotropi, vengono attivati gli  enzimi responsabili  della sintesi
grazie alla sua alta lipofilia, esce dalla cellula post-sinaptica e attraverso una
diffusione retfrograda, lega il recettore CB1 del neurone pre-sinapftico.
L'attivazione di tale recettore riduce I'ingresso di ioni Ca?t ed il rilascio Ca?*-
dipendente del neurotrasmettitore. Quando cio si verifica a livello dei neuroni
GABAergici, determina una riduzione dell'inibizione mediata dal GABA,
fenomeno che prende il nome di DSI (depolarization-induced suppression of
inhibition), mentre quando avviene a livello dei neuroni glutamatergici
determina una riduzione dell’eccitazione mediata dal glutammato, fenomeno
noto come DSE (depolarization-induced suppresion of excitation). A lungo
andare, gli effetti degli endocannabinoidi sul rilascio dei neurotrasmettitori
possono influenzare il potenziamento alungo termine (LTP, long-term potetiation)
a livello sinaptico, un processo fondamentale per il rimodellomento e
consolidamento delle sinapsi. Questo processo € inibito laddove & ridotta la
trasmissione eccitatoria mediata dal glutammato, mentre risulta facilitato

quando la tfrasmissione inibitoria GABAergica € inibita.
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2. CANNABIS E ADOLESCENZA

Secondo le stime riportate dal World Drug Report del 2012 (United Nations Office
on Drugs and Crime — UNODC 2012) la cannabis risulta essere la sostanza illecita
piuU ampiamente prodotta ed utilizzata al mondo. | consumatori di cannabis sono
circa 224 milioni ed il suo uso risulta piu diffuso tra i soggetti di etd compresa tra i
15 e i 24 anni (maschi 16,5%, femmine 10,6%). Nonostante il continuo incremento
del consumo di cannabis tra gli adolescenti, la comunitd scientifica ancora
dibatte sull'esistenza di una chiara relazione tra I'uso precoce di cannabis e |l
rischio di sviluppare disturbi psicotici in etd adulta. Generalmente, la maggior
parte dei fumatori non sviluppa disturbi psichiatrici, ma una percentuale di
individui che sono stati consumatori pesanti di cannabis in adolescenza presenta
complicanze quali anomalie cognitive, patologie psicotiche, depressione e |l
rischio di incorrere nell’uso di altre droghe illecite (Di Forti, 2009). Infatti, sembra
che gli effetti della cannabis possano variare in relazione ad un ampio spettro di
fattori, quali una predisposizione genetica e fattori ambientali, che rendono un
individuo piu vulnerabile agli effetti della cannabis (Arseneault et al., 2011).
Prima degli studi condotti da Giedd e collaboratori, la maggior parte degli

scienziati riteneva che il cervello degli adolescenti fosse “un prodotto finito”.
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Anche se gid dopo i primi 5 anni di vita il cervello raggiunge il 90% del suo peso
adulto (Dekeban, 1978), oggi sappiamo bene che esso si differenzia sia dal
punto di vista anatomico che neurochimico da quello dell'adulto, infatti devono
ancora compiersi una serie di processi di rimodellamento dei circuiti corticali e
limbici, che porteranno poi nell’adulto al completamento dell’acquisizione dei
processi cognitivi, decisionali e dei comportamenti sociali (Sisk e Zehr, 2005).

E risaputo che 'adolescenza rappresenta il periodo tra I'infanzia e I'etd adulta,
che comprende non solo la maturazione riproduttiva, ma anche cognitiva,
emotiva e sociale. Infatti, dall'infanzia all’adolescenza, la strategia di sviluppo si
sposta dalla produzione di un gran numero di neuroni alla creazione di vie
neuronali efficienti (Katz & Shatz, 1996; Cohen-Cory, 2002; Whitford, et al., 2007;
Purves et al., 2008; Luna, 2009). Questo scopo & raggiunto mediante meccanismi
di “raffinamento” sinaptico (caratterizzato dal rafforzamento di tutte le
connessioni  importanti  per il corretto  funzionamento cerebrale e
dall’eliminazione delle sinapsi “inutili”) nei quali il sistema endocannabinoide
sembra giocare un ruolo chiave dato la sua funzione neuromodulatoria e la sua
posizione strategica sulle sinapsi glutammatergiche e GABAergiche. Infatti, negli
ultimi anni diversi studi hanno sottolineato come il sistema endocannabinoide sia
coinvolto nello sviluppo neuronale mediante la modulazione della neurogenesi,
del differenziamento neuronale, dell’orientamento assonale e dello sviluppo di
alcuni sistemi neurotrasmettitoriali (Galve-Roperh, 2009; Rubino et al., 2014).

Quindi I'adolescenza, insieme al periodo neonatale, rappresenta un passaggio
critico per lo sviluppo cerebrale. E dunque possibile che I'esposizione ai
cannabinoidi esogeni, durante questa delicata fase di sviluppo, possa alterare |l
ruolo regolatorio del sistema cannabinoide endogeno causando problemi nei
processi di maturazione, con ovvie conseguenze sulle normali funzioni cerebrali.
Come appena accennato, I'adolescenza e un importante periodo di sviluppo
durante il quale il bambino si trasforma in adulto. Lo sviluppo cerebrale continua
durante tutta I'adolescenza e riguarda in particolar modo quelle aree coinvolte
nelle funzioni cognitive ed emotive, come la corteccia prefrontale (PFC)
(Gogtay et al., 2004). La PFC regola il comportamento emotivo, la motivazione,
la capacitd di prendere decisioni, di pianificare azioni ed € inoltre coinvolta nello
sviluppo della memoria di lavoro attraverso connessioni con le strutture corticali

posteriori e subcorticali. La corteccia prefrontale € quindi una delle ultime regioni

16



Introduzione

a completare il suo sviluppo e durante I'adolescenza va incontro a grossi
cambiamenti che includono un incremento della mielinizzazione e del pruning
sinaptico (Andersen, 2000; Chambers et al., 2003; Crews et al., 2007). L'attivo
rimodellamento di questa area cerebrale durante I'adolescenza potrebbe
quindi rappresentare un processo sensibile che i fattori ambientali potrebbero
turbare, alterando il normale sviluppo dei circuiti corticali. Infatti, i circuiti della
PFC risultano essere molto sensibili agli stimoli neurochimici e ai piccoli
cambiamenti dei sistemi neurotrasmettitoriali, dovuti per esempio allo stress, i
quali possono produrre grossi effetti sulle funzioni mediate dalla PFC (Amy et al.,
2012). In supporto a queste ipotesi, analisi morfologiche del cervello in
consumatori di cannabis hanno mostrato una significativa riduzione del volume
di materia grigia nelle regioni corticali, ma solo nei casi in cui I'assunzione di
cannabis aveva avuto inizio prima dei 17 anni di eta (Wilson et al., 2000).

Nelle aree corticali, il recettore CB1 € altamente espresso a livello degli
interneuroni GABAergici e nei neuroni piramidali (Marsicano and Lutz, 1999; Hill
et al.,, 2007). Oltre all’azione svolta sulla trasmissione GABAergica, lavori in
letteratura hanno dimostrato che la trasmissione glutamatergica dei neuroni
piramidali del layer 5 della corteccia prefrontale, uno dei maggiori layer di
output della corteccia, € soggetta all’azione inibitoria del segnale mediato dagli
endocannabinoidi (Fortin et al., 2007). Il sistema endocannabinoide ha quindi un
ruolo omeostatico nel regolare I'eccessiva eccitazione o inibizione neuronale e
lo fa modulando continuamente il suo fono endogeno (Marsicano et al., 2003;
Katona and Freund, 2008). Il mantenimento di un equilibrio tra la trasmissione
sinaptica eccitatoria e quella inibitoria, risulta quindi essenziale per la
maturazione funzionale e la stabilitd a lungo termine della corteccia prefrontale.
E per questo che una forte esposizione al THC, in particolar modo durante una
fase cosi critica come I'adolescenza, potrebbe determinare un'alterazione del
sistema endocannabinoide e quindi della sua capacita di regolare I'equilibrio
tra il sistema glutamatergico e quello GABAergico portando ad una non corretta

maturazione delle reti corticali.
STUDI CONDOTTI SULL'UOMO

La cannabis confinua ad essere la droga piu popolare trai giovani ed ogni anno

si assiste ad una diminuzione dell’eta del primo utilizzo. La maggior parte dei
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consumatori non riporta reazioni avverse, ma und minoranza va incontro allo
sviluppo di disturbi psichiatrici in eta adulta. Infatti, un numero sempre maggiore
di studi epidemiologici suggerisce che I'abuso di cannabis in adolescenza puo
aumentare il rischio di sviluppare anomalie cognitive, psicosi, depressione e di
incorrere nell’utilizzo di altre sostanze illecite.

- Aspetti cognitivi

E’' noto che I'uso regolare e continuativo durante la pubertd o comunqgue entro
i 17 anni di cannabis altera negativamente I'apprendimento, la memoria e
I'attenzione (Blakemore, 2013). Mentre la comunitd scientifica concorda sulla
presenza di deficit cognitivi in seguito al consumo di cannabis, ancora dibattuta
e la regressione degli effetti a lungo termine durante [I'astinenza. Adulti
consumatori di cannabis possono migliorare le proprie prestazioni cognitive fino
araggiungere gli stessi livelli dei controlli con un opportuno e prolungato periodo
di astinenza (Pope et al.,2002), mentre ricerche fatte sugli adolescenti
suggeriscono la presenza di deficit anche dopo mesi dalla fine dell’abuso
(Medina et al., 2007). In uno studio recente, misurando I'apprendimento e la
memoria dilavoro verbale, Hanson e collaboratori (2010) hanno evidenziato che
le prestazioni dei consumatori adolescenti di cannabis, dopo tre giorni di
astinenza, peggiorano rispetto ai conftrolli; mentre recuperano dopo due o fre
settimane. Nonostante cio, i consumatori adolescenti di cannabis sono
caratterizzati da deficit dell’attenzione che persistono oltre le tre settimane di
astinenza.

Il preciso meccanismo alla base degli effetti negativi della cannabis sulle funzioni
cognitive non € ancora del tutto chiaro. Recenti studi hanno dimostrato una
stretta associazione tra I'uso cronico di cannabis in adolescenza e alterazioni
anatomiche e funzionali nel cervello, come I'asimmetria ippocampale, la
diminuzione del volume del vermis posteriore del cervelletto, |'attivazione
aberrante di alcune vie disegnale in diverse regioni cerebrali e I'alterazione delle
microstrutture della sostanza bianca (Jacobs & Tapert, 2013).

- Aspetti emotivi

Numerosi studi indicano I'esistenza di un legame fra consumo di cannabis in
adolescenza e la depressione, specialmente nei soggetti di sesso femminile
(Chadwick et al., 2013; Lee et al., 2008). La quantita di consumo sembra

importante, infatti il rischio di sviluppare disordini depressivi sembra essere
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presente solo nei consumatori frequenti (consumo settimanale o giornaliero)
(Van Laar et al., 2007). Inoltre il rischio risulta ancora maggiore se il consumo
viene iniziato prima dei 17 anni (Hayatbakhsh et al., 2007). Sembra quindi
evidente che un consumo precoce e regolare di cannabis comporti un
aumentato rischio di sviluppare depressione. In parziale disaccordo, de Graaf e
collaboratori (2010), in uno studio condotto in ben 17 paesi, hanno riscontrato
solo una associazione di lieve entita tra uso precoce di cannabis e sviluppo si
depressione, senza differenze di genere. Tale discrepanza, perd, potrebbe
essere dovuta alla mancanza di distinzione fra consumo frequente e
occasionale di cannabis.

- Psicosi

Studi epidemiologici hanno dimostrato che I'uso in etd adolescenziale di
cannabis aumenta l'incidenza della comparsa di sinftomi psicotici piu avanti
nella vita (Chadwick et al., 2013). In particolare, I'associazione tra I'uso di
cannabis ed il successivo sviluppo di psicosi sembra dipendere dall’etd in cui
inizia il consumo della droga, passando da un fattore due per I'abuso a partire
dai 18 anni ad un fattore 4 se I'abuso inizia prima dei 15 anni (Arseneault et al.,
2002). Inoltre, tanto piu bassa e I'etd della prima esposizione alla cannabis tanto
prima si avrd I'esordio dei sintomi psicotici, soprattutto nei fumatori frequenti di
ceppi di cannabis arricchitiin principio attivo, come lo skunk (Di Forti et al., 2013).
La ragione per cui si osservano effetti maggiori in coloro che hanno iniziato
precocemente ad abusare di cannabis € ancora poco chiara. Tuttavia, & noto
che durante I'adolescenza si verificano modifiche cerebrali significative e
I'abuso di droga e in grado di influenzare i circuiti cerebrali coinvolti nella
modulazione di funzioni che vanno inconfro a processi di maturazione proprio
durante questo periodo, come la gratificazione, il processo decisionale,
I'attenzione, I'apprendimento, la memoria ed il controllo del comportamento.
Inoltre, il sistema degli endocannabinoidi sembra avere un ruolo importante nei
processi di maturazione cerebrale presenti nell’adolescenza. L'uso di cannabis
in questo periodo pud quindi portare ad alterazioni neurobiologiche che
possono aumentare il rischio di psicosi.

Naturalmente, non tutti i consumatori di cannabis sviluppano psicosi, indicando
I'importanza di faftori con cui I'uso di cannabis puo interagire, come Ia

vulnerabilitd genetica (ad es. polimorfismo Vall08Met delle COMT, o |l

19



Introduzione

polimorfismo Valé66Met per BDNF, con la popolazione femminile portatrice di Met
piu a rischio di un precoce sviluppo di psicosi) e i fattori ambientali (esperienze
avverse nell'infanzia) (Chadwick et al., 2013; Decoster et al., 2011; Henquet et
al., 2008).

- Vulnerabilita all'abuso di altre droghe

Un aspetto estremamente importante nel dibattito sull’'uso di cannabis da parte
degli adolescenti riguarda la possibilitd che questo comportamento possa
facilitare il successivo utilizzo di altre sostanze illecite come ad esempio cocaina
ed eroina. Questo fenomeno e descritto in letteratura come ipotesi della “droga
ponte”. In effetti, studi clinici ed epidemiologici sembrano mostrare un nesso tra
esposizione ripetuta in etd adolescenziale alla cannabis ed aumentato rischio di
uso di altri farmaci d'abuso (Chadwick et al., 2013; Rubino et al., 2012). Inoltre,
quasi sempre I'abuso di droghe pesanti € preceduto da un consumo di cannabis
(Chadwick et al., 2013). Gli studi epidemiologici ed osservazionali, pero, non sono
in grado di definire una relazione causa/effetto tra uso di cannabis in
adolescenza e susseguente abuso di altre droghe, anche perché non e possibile
discriminare l'influenza di molti altri fattori quali ad esempio la genetica e
I'ambiente. A conferma di questo vi & il fatto che non tutti gli adolescenti che
fanno uso ripetuto di cannabis sviluppano dipendenza alle alire droghe,
suggerendo quindi la presenza di differenze nello stato di vulnerabilita dei diversi
individui. In linea con questa ipotesi, la piu alta probabilitd di far uso di altre
droghe dopo esposizione alla cannabis in adolescenza potrebbe essere
interpretata come un effetto principalmente dovuto a condizionamenti
ambientali e/o predisposizioni genetfiche (Cleveland e Wiebe, 2008). Secondo
questa visione il modello che piu si avvicina a rappresentare questa associazione
non & tanto quello della “gateway hypothesis”, ma piuttosto quello della
“common liability” (Vanyukov et al.,, 2012) dove si ipotizza che I'utilizzo di
cannabis e di altre droghe € dovuto all'influenza di un fattore comune, che pud
essere rappresentato da una vulnerabilitd individuale dovuta a predisposizione
(ad esempio maggiore impulsivita, iperattivitd) o alla frequentazione di un
ambiente predisponente e tollerante verso I'uso di sostanze. A supporto di
questa ipotesi, la recente revisione di Degenhardt e colleghi (2010) basata
sull’analisi di dati provenienti da 17 diverse nazioni, afferma che un precoce inizio

di uso di droghe, indipendentemente dal tipo di sostanza, pone a rischio di un
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uso successivo di altre droghe, indicando il fattore “etd di inizio” come uno dei
piu importanti nell'insorgenza della dipendenza, insieme alla presenza di disturbi
mentali nei soggetti prima dei 15 anni.

Gli studi sulluomo, in particolare quelli che utilizzano le valutazioni retrospettive,
hanno alcune limitazioni a causa della vasta eterogeneitd del consumo di
cannabis che introduce diversi fattori confondenti quali, ad esempio, |l
patrimonio genetico, lo status sociale e la cultura. La ricerca su modelli animali
potrebbe offrire la possibilitd di chiarire I'esistenza di una relazione causa-effetto
fra I'abuso di cannabis in adolescenza e lo sviluppo di patologie psichaitriche in
eta adulta.

Una strategia adottata per cercare di valutare correttamente la relazione tra
abuso di cannabis in adolescenza ed insorgenza di patologie psichiatriche &
rappresentata dall’uso di modelli animali. Questi consentono di ottenere dati piu
affidabili ma non sono completamente privi di limiti, primo fra tutti I'incapacita
dirappresentare nella loro globalita tutti gli aspetti che caratterizzano patologie
complesse come quelle psichiatriche, rendendo alle volte difficile traslare
all'uomo irisultati ottenuti sperimentalmente. Anche il sesso degli animali utilizzafi
e importante in quanto recenti studi hanno dimostrato come il sesso influenza in
modo diverso gli effetti dei cannabinoidi (Craft, 2005; Cahill et al, 2006; Fattore
et al., 2007).

CONDOTTI SU MODELLI ANIMALI

Gli studi sperimentali che analizzano gli effetti a lungo fermine indotti dal
trattamento cronico con cannabinoidi in  adolescenza sono ancora
relativamente pochi ed hanno talvolta prodotto risultati  contrastanti,
probabilmente a causa di differenze nei parametri sperimentali scelti (es. ceppo
di ratti, agonista cannabinoide e dosaggio utilizzati). Nel loro complesso i dati
esistenti evidenziano la presenza di sottili cambiamenti nei circuiti cerebrali degli
animali adulti in seguito al trattamento con cannabinoidi in adolescenza. |
quattro domini su cui si sono focalizzati gli studi sperimentali riguardano la sfera
cognitiva, quella emotiva, la comparsa di comportamenti simil-psicotici e la

vulnerabilita all'abuso di altre droghe.
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- Aspetti cognitivi

Nei roditori il frattamento cronico in adolescenza con cannabinoidi sia naturali
che sintetici determina un deficit della memoria di riconoscimento che perdura
almeno fino a 30 giorni dopo il termine della somministrazione. L'alterazione &
presente in ratti di entrambi i sessi e non si manifesta quando il frattamento viene
effettuato in rafti adulti (Renard et al., 2013 Rubino et al., 2012). In parziale
disaccordo ¢ il recente lavoro di Abush e Akirav (2012) dove perd il trattamento
e stato effettuato nella fase finale dell’adolescenza, mentre negli altri studi
questo iniziava prima. Poiche I'adolescenza rappresenta un periodo critico per
il imodellamento del sistema nervoso centrale € possibile che il trattamento
durante intervalli di tempo differenti possa causare conseguenze diverse.
L'apprendimento spaziale non sembrainvece essere influenzato dall’esposizione
in adolescenza ai cannabinodi naturali o sintetici, sia in ratti maschi che
femmine, mentre la memoria spaziale dilavoro € danneggiata in entrambi i sessi
(Rubino et al., 2012). Questi dati suggersicono che I'esposizione alla cannabis in
adolescenza produce danni in specifiche componenti della memoria, quali la
memoria dilavoro e diriconoscimento. Pochilavori hanno affrontato il problema
dei meccanismi cellulari e molecolari alla base dei disordini cognitivi causati dal
trattamento cronico con cannabinoidi in adolescenza, ma sembrano indicare
delle modifiche sesso-dipendenti: nelle femmine I'area piu alterata sembra
essere |la corteccia prefrontale mentre nei maschi I'ippocampo (Rubino et al.,
2012). La diversa specificitd delle aree alterate nei due sessi trova supporto
anche nella letteratura dove & dimostrato che maschi e femmine possono usare
diversi percorsi neuronali per raggiungere la stessa finalitd comportamentale
(Andreano & Cahill, 2009).

- Aspetti emotivi

Mentre alcuni autori non hanno osservato alterazioni del profilo d'ansia negli
animali pre-trattati con cannabinoidi in adolescenza, altri hanno descritto un
effetto ansiolitico (Chadwick et al., 2013). Al contrario tutti i ricercatori hanno
riscontrato alterazioni del comportamento sociale in seguito all’esposizione
adolescenziale ai cannabinoidi (Chadwick et al., 2013). Nei roditori la riduzione
delle interazioni sociali € considerata un comportamento ansiogeno (File &
Hyde, 1978), quindi i cannabinoidi, in base al test utilizzato, avrebbero effetti

ansiogenici, ansiolitici o nessun effetto. E' pero importante ricordare che gli effetti
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rievati col test di interazione sociale spesso non correlano bene con le
performance otftenute dagli animali in altri test d'ansia, suggerendo che la
riduzione del comportamento sociale potrebbe riguardare domini psicologici
rilevanti per altri disordini psichiatrici, come la depressione (Tonissaar et al. 2008).
Oltre al ridoftto comportamento sociale, altre due fenotipi legati alla presenza di
uno stato depressivo nei roditori sono la disperazione comportamentale e
I'anedonia. Entframbi i comportamento sono presenti negli animali pretrattati in
adolescenza con cannabinoidi naturali o sintetici, indicativi della presenza di un
quadro simil-depressivo negli animali adulti (Bambico et al., 2010; Realini et al.,
2011; Rubino et al., 2008). Il quadro comportamentale € accompagnato da
alterazioni di parametri biochimici collegati alla depressione, quali alterata
attivazione di CREB in specifiche aree cerebrali e una diminuita neurogenesi nel
giro dentato dell’'ippocampo (Rubino, et al. 2008; Realini et al., 2011). E’ inoltre
presente una ridotta attivitd dei neuroni serotoninergici nel rafe dorsale, e
un'iperattivitd dei neuroni noradrenergici nel locus ceruleo (Bambico, et al.,
2010). E' interessante notare che il quadro simil-depressivo non si sviluppa
quando la somministrazione cronica di cannabinoidi viene eseguita negli
animali adulti, suggerendo cosi una vulnerabilitd eta-dipendente (Bambico et
al., 2010; Realini et al., 2011).

- Psicosi

Gli effetti a lungo termine dell’esposizione adolescenziale ai cannabinoidi sulla
sfera cognitiva ed emotiva, domini alterati nella schizofrenia, sono appena stati
discussi, sui sinfomi positivi. Per quanto riguarda i sinfomi positivi come le
allucinazioni uditive e la delusione sono propriamente umani, per cui i modelli
animali si focalizzano su due principali categorie di comportamento: I'iperattivita
locomotoria e le alterazioni nella prepulse inhibition (PPI). La PPl &€ considerata
una misura del “gating sensorimotorio™ e risulta ridotta nei pazienti schizofrenici
(Braff et al., 2001). Il fatto che Ia PPl sia ugualmente misurabile nei roditori e negli
umani, permette di traslare all’'uomo irisultati ottenuti nei modelli animali (Geyer,
2008). Gli unici due articoli presenti in letteratura riportano la presenza di un
deficit nella PPl negli animali adulli esposti ai cannabinoidi durante
I'adolescenza (Schneider & Koch 2003; Wegener & Koch, 2009). Il concetto di
testare I'iperattivitd locomotoria nei modelli animali come sinfomo di psicosi si

basa sull’osservazione che un’aumentata aftivitd dopaminergica nei roditori
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porta ad un incremento dell'attivitd motoria e cambiamenti nell’ attivitd
dopaminergica sembrano essere associati ai vari gradi della sinftomatologia
schizofrenica (Van den Buuse 2010). Pochi e confusi sono i risultati sull’attivita
locomotoria basale negli animali adulti pre-esposti ai cannabinoidi in
adolescenza. Alcuni studi non hanno trovato significative alterazioni (Biscaia, et
al. 2003; Rubino, et al. 2008), mentre altri hanno evidenziato la presenza di
iperattivitd locomotoria (Wegener & Koch, 2009). Un recente lavoro ha riportato
la presenza di sensitizzazione agli effetti locomotori della fenciclidina nei ratti
femmina adulti esposti al THC in adolescenza, correlata ad una maggiore
attivazione neuronale nella corteccia prefrontale e nello striato (Zamberletti et
al., 2013). In generale, i dati disponibili sembrano supportare I'ipotesi che
I'esposizione in adolescenza ai cannabinoidi potrebbe rapresentare un fattore
di rischio per lo sviluppo di segni simil-psicotici in etd adulta, soprattutto quando
si considera l'ipotesi dei due “hit” della schizofrenia. Secondo tale ipotesi, fattori
genetici e/o ambientali vanno a disturbare le prime fasi di sviluppo del sistema
nervoso centrale, creando una vulnerabilitd ad un secondo “*hit” che pud
portare all'insorgenza dei sinftomi schizofrenici. In linea con questa ipotesi, la
combinazione di lesioni neonatali della corteccia prefrontale o la
somministrazione cronica di fenciclidina (una manipolazione che porta allo
sviluppo di segni comportamentali simil-schizofrenici negli animali) con la
somministrazione di cannabinoidi durante il periodo adolescenziale € in grado
di indurre deficit comportamentali maggiori (Schneider & Koch, 2007; Vigano, et
al., 2009). Quando invece e stato considerato un fattore genetico, € stata
descritta sia un’aumentata che una diminuita sensibilita al THC. In particolare
una interazione positiva e stata dimostrata nei topi ko per COMT, mentre non
sempre univoca € l'interazione nei topi eterozigoti per la neuregulina 1
(O'Tuathaigh et al., 2013).

- Vulnerabilita all'abuso di altre droghe

Molti, ma non tutti i gruppi di lavoro che hanno studiato sperimentalmente
I'inferazione tra abuso di cannabis in adolescenza ed utilizzo successivo di
psicostimolanti ed oppiacei ha riportato un effetto facilitatorio del trattamento
con cannabinoidiin adolescenza sul comportamento di autosomministrazione o
sulle proprieta di rinforzo di tali farmaci (Chadwick et al., 2013). La ragione di

questa discrepanza puo essere spiegata dal recente lavoro di Cadoni e
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collaboratori (2013) che dimostra I'importanza del background genetico nella
risposta alla eroina di animali adulti esposti al THC in adolescenza.

In generale, la maggior parte dei lavori sopra menzionati si € concentrata sullo
studio delle alterazioni comportamentali presenti in etd adulta indotte dalla
somministrazione di cannabinoidi durante 'adolescenza, e solo raramente ha
preso in considerazione le basi molecolari di questo alterato comportamento, o
lo stato di tutto il sistema endocannabinoide, anche se € ben noto che questo
sistema svolge un ruolo importante nel modulare gli stati emotivi, le funzioni
cognitive e la gratificazione (Pacher et al., 2006).

L'ultimo lavoro pubblicato dal nostro laboratorio (Rubino et al., 2014) si e
occupato di investigare tutti questi aspetti e ha dimostrato come a livello della
corteccia prefrontale siano presenti, durante il periodo che va dall’adolescenza
all'eta adulta, cambiamenti fisiologici nei diversi componenti del sistema
endocannabinoide in termini di densita e funzionalita del recettore CB1 e dei
livelli di AEA e 2-AG. Il tfrattamento cronico con THC in adolescenza altera
I'andamento di tali fluttuazioni e questo si ripercuote sulla funzionalita della
corteccia prefrontale adulta. Infatti I'LTD, una forma di plasticita sinaptica
mediata dagli endocannabinoidi, risulta essere ridotto negli animali adulti pre-
esposti al THC. Inoltre, in seguito all’esposizione adolescenziale al THC la densita
delle spine dei dendriti basali distali si mantiene a livelli significativamente inferiori
rispetto ai valori controllo ed il fisiologico processo di maturazione dei recettori
AMPA e NMDA viene alterato, determinando la presenza in etd adulta di sinapsi
glutamatergiche immature e maggiormente eccitabili. Alla luce di questi risultati
possiamo quindi affermare che I'esposizione adolescenziale al THC altera la
corretta maturazione delle terminazioni glutamatergiche e determina un
eccessivo pruning delle sinapsi nei neuroni piramidali, compromettendo la
funzionalitd della corteccia prefrontale (Rubino et al., 2014). Queste alterazioni
rappresentare parte dei meccanismi molecolari alla base dello sviluppo di
matologie psichiatriche in etd adulta, dopo assunzione di cannabis in
adolescenza. Inoltre, in un precente lavoro, Zamberletti e collaboratori (2013)
hanno dimostrato come l'esposizione al THC in adolescenza si ripercuote
negativamente sulla maturazione del sistema neurotrasmettitoriale GABAergico,
conferendo cosi una maggiore vulnerabilitd allo sviluppo di sinfomi depressivi-

psicotici in etd adulta. In supporto a questi dati, anche il lavoro pubblicato da
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Cass et al, (2014) ha dimostrato che ['esposizione adolescenziale ai
cannabinoidi, ma non quella in etd adulta, porta ad una down-regolazione
della trasmissione GABAergica sottolineando ancora una volta la maggior
vulnerabilita del cervello adolescente agli effetti avversi del THC.

Ad oggi, i meccanismi alla base di questa maggior vulnerabilitd non sono
ancora noti. Considerando il numero sempre maggiore di lavori depone a
favore del coinvolgimento dei meccanismi epigenetici nello sviluppo di
patologie psichiatriche (Renthal et al, 2009) e che le alterazioni
comportamentali indotte dall’esposizione adolescenziale al THC si sviluppano
dopo 30 giorni dall'ultima somministrazione, diventa di primaria importanza
I'investigazione dei meccanismi epigenetici dato rappresentano i principali
candidati coinvolti nella mediazione degli effetti a lungo termine indotti

dall’assunzione di droghe.

3. EPIGENETICA

Il termine “epigenetica” fu coniato per la prima volta nel 1940 dal biologo
Conrad Waddington, il quale lo uso per spiegare come genoftipi identici
potessero dare origine ad un’'ampia gamma di fenotipi durante il processo di
sviluppo (Waddington, 1957). Col tempo questo concetto si & evoluto ed oggi,
con il termine epigenetica, ci si riferisce a tutte quelle “modificazioni
dell’espressione genica potenzialmente ereditabili che non alterano Ia
sequenza nucleotidica del DNA” (Holliday & Pugh, 1975; Chambon, 1978;
Jaenisch & Bird, 2003). Essendo i meccanismi epigenetici alla base della
regolazione genica, questirisultano essere dei candidati ideali per lo studio delle
patologie psichiatriche.

Recentemente & emerso che alcuni disturbi neurologici e psichiatrici sono
causati da rare mutazioni genetiche che colpiscono enzimi coinvolti nel
rimodellamento cromatinico. Per cromatina si intende il complesso formato da
DNA, istoni e proteine non istoniche. Infatti, nel nucleo il DNA si avvolge attorno
agli ottameri istonici, formati da due copie di ciascun istone H2A, H2B, H3 e H4
(Luger & Richmond, 1998), che poai si superavvolgono a formare una struttura
super-condensata. Una quinta molecolaq, I'istone H1, compatta i nucleosomi in
strutture di ordine superiore. Siccome il DNA e strettamente associato agli istoni

e spesso incorporato all'interno dei superavvolgimenti della cromatina
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(Felsenfeld & Groundine, 2003), esistono meccanismi cellulari che modificano e
rimodellano la struttura cromatinica per consentire I'espressione coordinata di

specifici programmi frascrizionali e il sienziamento di altri.

4. MECCANISMI EPIGENETICI:

METILAZIONE DEL DNA

Per metilazione del DNA si infende la metilazione enzimatica delle citosine in
posizione 5, che risulta in un gruppo metilico sporgente nel solco maggiore del
DNA (Newell-Price etal., 2000). Nei mammiferi, queste metil-citosine si presentano
principalmente nelle sequenze palindromiche 5'-CpG-3' e non interferiscono
con i normali legami ad idrogeno con la base complementare (guanina). La
distribuzione dei dinucleotidi CpG nel DNA dei mammiferi € irregolare, dal
momento che si verifica alle piu alte concentrazioni in regioni chiamate isole
CpG:; le isole CpG coincidono con il 50-60% dei promotori di geni umani e sono
tipicamente metilate in misura molto minore di quanto lo siano i dinucleotidi CpG
che si tfrovano al di fuori delle isole (Wang & Leung, 2004). La metilazione dei
dinucleoftidi CpG nelle regioni promofrici dei geni € generalmente considerata
in grado di reprimere la trascrizione grazie alla sua capacita di impedire il
legame dei fattori di frascrizione alla loro sequenza bersaglio. Circa il 3% di tutte
le citosine del genoma umano sono metilate (Nafee et al., 2008), e la corretta
metilazione di queste basi & richiesta per il differenziamento cellulare, per
I'imprinting genetico, per la soppressione degli elementi ripetitivi e per
I'inattivazione del cromosoma X (Bird, 2008). La metilazione del DNA e
catalizzata dalle DNA metil-transferasi (DNMTs), che trasferiscono un gruppo
metile dall’'S-adenosimetionina (SAM) ai residui di citosina dei dinucleotidi CpG.
Le DNMT sono una famiglia di enzimi che include DNMT1, DNMT2, DNMT3a e
DNMT3b (Weber & Schubeler, 2007); questi enzimi giocano ruoli diversi: DNMTI
mantiene il pattern di metilazione durante la replicazione del DNA, mentre
DNMT3a e DNMT3b sembrano catalizzare la metilazione de novo del doppio
flamento di DNA precedentemente non metilato (Newell-Price et al., 2000; Kim
et al., 2009). DNMT2, invece, € in grado di metilare I'RNA (Goll et al., 2006).
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MODIFICAZIONI ISTONICHE

Le modificazioni istoniche rappresentano un meccanismo epigenetico che
agisce, come la metilazione del DNA, sul grado di compattezza della cromatina.
Gli istoni sono delle proteine basiche (H1, H2A, H2B, H3 e H4) che formano
I'ottamero attorno al quale si avvolge il DNA per formare il nucleosoma, I'unita
fondamentale della cromatina. La regione N-terminale degli istoni pud essere
soggetta a numerose modifiche post-tfraduzionali quali acetilazioni, metilazioni,
fosforilazioni, ADP-ribosilazioni e ubiquitinazioni. Alcune di queste modificazioni
(es. H3K?me e H3K27me) rendono la cromatina piu compatta (eterocromatina),
e quindi escludono I'apparato trascrizionale, mentre altre modificazioni (es.
H3K4me; H3K%ac) rilassano la cromatina (eucromatina) rendendo possibile la
trascrizione del gene; in questo modo le modificazioni istoniche sono in grado di

spegnere o accendere |'espressione genica.

Acetilazione istonica

L'acetilazione dei residui di lisina istonici riduce le interazioni elettrostatiche tra le
proteine istoniche e il DNA, rilassando la struttura cromatinica e consentendo
I'accesso ai fattori di trascrizione sul DNA (Kouzarides, 2007). L'acetilazione
istonica €, percio, associata ad attivazione trascrizionale; al contrario, la sua
mancanza viene associata a repressione genica. L'acetilazione istonica € un
processo dinamico, controllato da specifici enzimi che aggiungono o rimuovono
i gruppi acetile. Sono note piu di 12 iston-acetiltransferasi (HATs), che usano
acetil-coenzima A come co-substrato e possono acetilare, oltre agli istoni,
anche proteine non istoniche (come i fattori di trascrizione) (Doi et al., 2006;
Kawasaki et al., 2000). Le iston-deacetilasi (HDAcs) rimuovono i gruppi acetile
dagli istoni e sono divise in quattro classi. Le HDAC di classe | (HDAC 1, 2, 3 € 8)
sono ubiquitariamente espresse e probabilmente mediano la maggior parte
dell'attivita deacetilasica nelle cellule. Le HDAC di classe Il (HDAC 4, 5,7, 9 e 10)
sono espresse solo in specifici tessuti come il cuore e il cervello (Chawla et al.,
2003). Mentre le HDAC di classe Il possono deacetilare gli istoni, esse sono enzimi
meno efficienti delle HDAC di classe |, e possono anche deacetilare altri substrati
cellulari (Fischle et al., 2002). Le HDAC di classe lll (sirfuine) sono diverse dalle altre
HDACs e sono state implicate nella regolazione della durata della vita e nel

metabolismo (Haigis & Guarente, 2006).
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Metilazione istonica

La metilazione istonica puo essere associata sia ad attivazione sia a repressione
trascrizionale, in maniera dipendente dal particolare residuo modificato e dal
grado di metilazione. Sia i residui di lisina che quelli di arginina possono essere
metilati da varie iston-metiltransferasi (HMTs), che usano I'S-adenosilmetionina
come co-substrato. | residui metilici vengono rimossi dalle iston-lisina-demetilasi
(HDMs). Le HMTs e le HDMs hanno anche attivita su proteine non istoniche (Rice
& Allis, 2001). A differenza dell’acetilazione, la metilazione non altera la carica
dei residui bersaglio; tuttavia, puo modificare ampiamente il profilo sterico e le
potenziali interazioni molecolari attraverso I'aggiunta di gruppi mono-, di- o tri-
metilici. Tale modificazione rende ogni sito capace di reclutare co-regolatori
specifici ed esercitare diversi effetti sull’attivita trascrizionale. Ad esempio, sui
promotori genici, la trimefilazione H3K4 e associata ad attivazione genica,

mentre la trimetilazione H3K? o H3K27 risulta repressiva (Maze et al., 2010).

Altre modificazioni istoniche

La fosforilazione istonica € generalmente associata all’attivazione frascrizionale.
Uno dei siti di fosforilazione piu noti € la serina 10 dell’istone H3. Ci sono diverse
protein chinasi nucleari e fosfatasi note che regolano la fosforilazione istonica
(Kouzarides, 2007). Ulteriori modificazioni istoniche note, ma poco comprese,
includono ['ubiquitinazione, la sumoilazione e I'ADP ribosilazione (Gibney &
Nolan, 2010; Borrelli et al., 2008). La modificazione di un istone pud anche
influenzare la successiva alterazione degli istoni all'interno dello stesso
nucleosoma. |l livello di complessitd nel numero quasi infinito di possibili
combinazioni delle varie modificazioni su molteplici residui delle code istoniche
e l'introduzione di subunita varianti, ha portato alla proposta di un “codice
istonico” la cui “lettura” da parte di diverse proteine interagenti con gli istoni &
essenziale per una corretta regolazione dell’espressione genica (Strahl & Allis,
2000; Jenuwein & Allis, 2001).
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5. MODIFICAZIONI EPIGENETICHE NEI PRINCIPALI DISTURBI PSICHIATRICI

Attraverso lo studio dei marker epigenetici si pud capire se un gene e
attivamente trascritto o silenziato durante un particolare stadio della patologia.
In questo modo, l'epigenetica pud fornire le basi per determinare gli stati
trascrizionali e permettere lidentificazione di geni e proteine implicati nelle
patologie neuropsichiatriche. Inoltre, lo studio dei meccanismi  epigenetici
potrebbe fornire una valida teoria in grado di collegare i fattori genetici con i
diversi fattori ambientali e potrebbe quindi aiutarci a comprendere |'eziologia

delle diverse patologie neuropsichiatriche.

DEPRESSIONE

La depressione € una condizione psicologica grave che si presenta con sintomi
di ampio spettro che includono umore depresso, perdita di interesse o di
piacere, sentimenti di colpa o bassa autostima, basso consumo energetico e
scarsa concentrazione (Krishnan & Nestler, 2008; World Health Organization.
Depression, 2009). Oltre 121 milioni di persone nel mondo ne sono affette (World
Health Organization. Depression, 2009) e recenti studi hanno riportato che nelle
vittime di suicidio sono presenti alterazioni di marcatori epigenetici, suggerendo
un legame fra l'epigenetica e la depressione (Autry & Monteggia, 2009). Si e
infatti osservato che, a livello della corteccia, I'espressione delle DNMT3B risulta
essere incrementata nei soggetti suicidi rispetto ai controlli che sono morti
improvvisamente per cause che non comportano alcuna patologie del sistema
nervoso centrale (Poulter et al., 2008). E stato quindi ipotizzato che I'up-
regolazione delle DNMT3B pofrebbe confribuire all’ipermetilazione del
promotore del recettore del GABA-A e questo potrebbe spiegare la diminuzione
dei livelli di espressione di tale recettore nei soggetti che hanno commesso
suicidio (Poulter et al., 2008).

Anche il fattore neurotrofico BDNF ed il suo recettore (TrkB) risultano essere ridotti
in questi soggetti (Dwivedi et al., 2003), cosi come I'mRNA di TrkB e della sua
variante TrkB.T1. Inolire, le regioni promotore per questo gene risultano essere
ipermetilate, suggerendo che alterazioni dello stato di metilazione del DNA
potrebbero essere responsabili della diminuzione dell’espressione genica di TrkB
(Ernst et al., 2009). Studi condotti su ratti, hanno dimostrato che lo stress indotto

dal protocollo di immobilizzazione acuta induce una riduzione dei livelli di
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acetilazione istonica negli esoni per BDNF, con una corrispondentemente
riduzione dei livelli del suo tfrascritto (Fuchikami et al., 2009). Invece, nei topi
softoposti a stress cronico indotto dal paradigma di sconfitta sociale (un modello
animale di depressione) la riduzione del messaggero di BDNF e associata ad
aumento dei livelli di H3K27me2 (marker di repressione trascrizionale) nel suo
promotore (Tsankova et al., 2006). La repressione genica indotta dallo stress e la
riduzione dei livelli di BDNF vengono recuperati dal trattamento cronico (non
acuto) con gli antidepressivi (Tsankova et al., 2006). Tuttavia, I'incremento di
H3K27me2 persiste anche settimane dopo la cessazione dello stress e non viene
revertito dal trattamento con antidepressivi. Questo marchio epigenetico
potrebbe quindi rappresentare un segno duraturo della repressione dei
promotori di BDNF indotta dallo stress cronico. Tuttavia, anche se il frattamento
cronico con gli antidepressivi non € in grado di ridurre i livelli di H3K27me2 sul
promotore di BDNF, sembra revertire la repressione del gene per BDNF attraverso
incremento dei livelli di acetilazione dell’istone H3, o attraverso I'incremento
della metilazione H3K4 (marker di attivazione trascrizionale).

Pertanto, i farmaci in grado di revertire - o superare - i cambiamenti epigenetici
associati alla depressione possono avere un grande potenziale come nuova
categoria di farmaci per il trattamento della depressione (Plazas-Mayorca &
Vrana, 2011).

SCHIZOFRENIA

La schizofrenia (SZ) € un disturbo mentale che colpisce I'1% degli adulti negli Stati
Uniti (Snyder & Murphy, 2008). E caratterizzata da sintomi psicotici, tra cui delir,
allucinazioni e disturbi del pensiero, cosi come dal ritiro sociale, dalla mancanza
di motivazione e da apatia generale (Graff J & Mansuy, 2009). Sebbene le cause
alla base della SZ non siano ancora note, evidenze sperimentali suggeriscono il
coinvolgimento della metilazione del DNA nella patogenenesi di questa
patologia. Dati presenti in letteratura mostrano che i livelli di mRNA della relina,
un proteina della matrice extracellulare implicata nella migrazione neuronale e
nella SZ, sono significativamente ridotti nel tessuto cerebrale di pazienti
schizofrenici; questa diminuzione & correlato con un aumento dei livelli delle
DNMTI1 (Chen et al., 2002; Costa et al., 2002; Akbarian et al., 2009). Cio suggerisce

che I'ipermetilazione del DNA nella regione promotore del gene che codifica
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per larelina puod essere responsabile della sua minore espressione nei pazienti SZ.
Inoltre, il trattamento con gli inibitori delle HDAC aumenta lo stato di metilazione
di tale promotore sia in colture cellulari che in vivo. Questo suggerisce che la
metilazione del DNA e |'acetilazione degli istoni sono responsabile del controllo
esercitato sull’espressione della relina e potrebbero quindi contribuire alla
regolazione di altri geni coinvolti nella SZ (Chen et al., 2002).

Anche la disregolazione epigenetica di altre proteine come le catecol-O-
metiltransferasi  legate alla membrana (MB-COMT) e la glutammato
decarbossilasi 67 (GAD67) sembra essere implicata nella SZ. Infatti, i risultati
ottenuti dall’analisi di campioni cerebrali post-mortem dimostrano che, a livello
dellobo frontale dei pazienti SZ, si osserva un'ipometilazione del promotore delle
MB-COMT accompagnata da un parallelo aumento dei livelli di frascrizione delle
MB-COMT (Abdolmaleky et al., 2008). Quindi questi risultati sembrano suggerire
che I'over-espressione delle MB-COMT mediata dall’'ipometilazione del loro
promotore potrebbe aumentare la degradazione della dopamina nel lobo
frontale (Abdolmaleky et al., 2006). Inoltre, I'analisi post mortem di campioni
ottenuti da pazienti SZ ha mostrato una riduzione dellmRNA di GADé67 e della
relativa proteina. Questa riduzione e stata correlata, oltre all’ipermetilazione del
DNA (Kundakovic etr al., 2007), con l'ipermetilazione della H3K27 (marker
associato a repressione trascrizionale), e con lipometilazione della lisina 4
sull'istone H3 (H3K4, marker associato ad attivazione trascrizionale) a livello della
regione promotore del gene codificante per la GADé67 (Huang et al., 2007).
Recentemente, e stato inoltre dimostrato che la somministrazione degli inibitori
delle HDAC sono in grado di riattivare la trascrizione della relina e di GAD67 ad
una dose paragonabile a quella degli inibitori delle DNMT (Kundakovic et al.,
2009). Questi risultati suggeriscono la possibilita di utilizzare farmaci epigenetici,
singolarmente o in combinazione, come delle nuove potenziali terapie per

ridurre i deficit proteici e i sintomi clinici associati alla SZ.

TOSSICODIPENDENZA

La tossicodipendenza € una patologia cronica recidivante in cui la motivazione
alla ricercare e al consumo di droghe diventa compulsivo, nonostante le
conseguenze negative (Koob & Le Moal, 1997). Le droghe d'abuso - quali

cocaing, eroina e metanfetamine — alterano il normale circuito del reward che
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comprende il sistema dopaminergico mesolimbico (Tsankova et al., 2007). La
dipendenza non si verifica immediatamente dopo I'esposizione a tali sostanze
d'abuso, ma piuttosto implica cambiamenti neurali che si sviluppano nel corso
del tempo (Kauer & Malenka, 2007). Tuttavia, si € osservato che anche dopo una
somministrazione acuta di cocaina si verifica un  aumento rapido
dell’acetilazione dell'istone H4 (marker di attivazione) in geni noti per essere
coinvolti nei comportamenti legati alla cocaina. Questo aumento globale di
acetilazione dellistone H4 € accompagnato da un concomitante incremento
della fosforilazione e dell’acetilazione dell'istone H3 nello striato (Kumar et al.,
2005). Inoltre, sono state osservate alterazioni dei livelli di acetilazione sull’istone
H3 in seguito all’auto-somministrazione di cocaina che persistono per lungo
tempo dopo la sospensione della droga (Freeman et al., 2008). E interessante
notare che l'esposizione alla cocaina induce anche un aumento globale della
trimetilazione della H3K? (marker di repressione trascrizionale). e l'inibizione della
istone-metiltransferasi (HMTase) G9a, che si fraduce in una diminuzione dei livelli
di H3K9me3, potenzia la risposta comportamentale alla cocaina (Maze et al.,
2010). E quindi possibile che I'aumento della H3K9me3 possa rappresentare un
meccanismo di compensazione messo in  atto dall’organismo  per
controbilanciare gli effetti negativi dell'iperacetilazione degli istoni indotti
dall’esposizione alla cocaina.

Nel loro insieme questi dati indicano che le modificazioni epigenetiche sono
fortemente coinvolte nelle patogenesi delle patologie psichiatriche, come la
depressione, la schizofrenia e I'abuso di droghe. E perd necessario ulteriore
lavoro per capire come i cambiamenti di tali modificazioni partecipino allo

sviluppo di queste patologie.
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Studi condotti nel nostro laboratorio hanno dimostrato che ratti femmine trattati
cronicamente durante il periodo adolescenziale (35-45 post natal day o PND)
con dosi crescenti dell'ingrediente psicoattivo della cannabis, il delta-9-
tetraidrocannabinolo (THC), sviluppano in etd adulta un fenotipo simil
depressivo-psicotico. E importante sottolineare che, quando lo stesso
trattamento viene condotto in etd adulta, non induce nessuna alterazione
comportamentale né biochimica riconducibile a tale fenotipo, suggerendo
quindi che I'adolescenza rappresenta un periodo particolarmente vulnerabile
agli effetti avversi della cannabis. Tuttavia la neurobiologia di questa

vulnerabilitd rimane ancora poco chiara.

Effetti come quelli indotti dal THC, che si sviluppano nel tempo e permangono
anche a lungo, spesso richiedono cambiamenti dell’espressione genica. E noto
che un ruolo determinate nel modificare I'espressione genica e rivestito dai
meccanismi epigenetici. Infatti, un numero sempre maggiore di lavori dimostra il
coinvolgimento dei meccanismi epigenetici nell’eziologia delle patologie

psichiatriche.

Sulla base di queste premesse il primo obiettivo della presente tesi sard quello di
valutare se il tfrattamento cronico con THC in adolescenza € in grado di indurre
modificazioni epigenetiche a livello della corteccia prefrontale (PFC). Piu

precisamente focalizzeremo la nostra attenzione sulle modificazioni istoniche.

Per raggiungere questo obiettivo ratti femmine adolescenti (PND 35) del ceppo
Sprague-Dawley verranno trattati due volte al giorno, per 11 giorni, con iniezioni
intraperitoneali (ip) di dosi crescenti di A?-THC: 2.5 mg/kg (35-37 PND), 5 mg/kg
(38-41 PND), 10 mg/kg (42-45 PND), o del rispettivo veicolo. Questo protocollo di
frattamento mima un forte abuso di cannabis in una finestra temporale
incentrata sulle media adolescenza. Alla fine del trattamento gli animali
verranno sacrificati e le PFC prelevate. Da questi tessuti verranno preparati gli
estrattiistonici su cui condurre i saggi di Western blot volti a valutare alcune delle
modificazioni epigenetiche che risultano essere piu coinvolte nello sviluppo delle
malattie psichiatriche. Indageremo in particolare le modificazioni dell’istone H3,

tra cui le metilazioni della lisina 9 e 27 (marker di repressione genica) e le
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acetilazioni della lisina 9 e 14 (marker di attivazione genica). Per valutare il time-
course di tali modificazioni i saggi verranno condotti a 2, 24 e 48 ore dalla fine

del tfrattamento.

A scopo comparativo, lo stesso schema di trattamento e le stesse analisi

verranno condotte in animali adulti (75-85 PND).

Dato che le modificazioni epigenetiche si riflettono sulla trascrizione genica, il
secondo scopo della seguente tesi sara quello di valutare se il trattamento
cronico con THC ¢ in grado di indurre alterazioni trascrizionali a livello della PFC
degli animali adolescenti. Dato che I'evento biologico che caratterizza |l
cervello adolescente & l'intenso rimodellamento sinaptico e che il sistema
endocannabinoide sembra giocare un ruolo importante nel controllo dei
meccanismi di plasticita sinaptica, verranno condoftti saggi di Real-Time PCR per
valutare il profilo di espressione di geni del sistema endocannabinoide e di geni
direttamente o indirettamenti coinvolti nei processi di plasticita sinaptica. Piu
specificatamente, I'utilizzo di un array a 96 pozzetti ci permettera di valutare geni
del sistema endocannabinoide (Cnrl, Faah, Mgll, Ppara e Pparg), geni
appartenenti al sistema glutammatergico (Grial, Gria2, Grinl, Grin2a, Grin2b,
Grm1, Grm2, Grm3 e GrmJ5), GABAergico (Gabbrl, gabbr2, Gabral, gabra2,
Gabrb1, Gadl e Abat) e serotoninergico (Htr2a), di geni codificanti per enzimi
coinvolti nelle modificazioni epigenetiche (Sirt1) e codificanti per proteine
direttamente coinvolte nei processi e nelle pathway di rimodellamento sinaptico
(Dlg4, Bdnf, Ntrk12, Camk2a, Camk2g, Pdyn, Prkaca, Nos1, Creb1, Homerl1, Pickl,
Synpo, Crebbp, Arc, Reln e Adcyl).

Per studiare il time-course delle possibili alterazioni trascrizionali e la loro
persistenza, i saggi verrano condotti a 2, 24 e 48 ore dall’interruzione del

trattamento e al PND 75.

Sempre a scopo comparativo, lo studio del profilo genico verrd condotto anche

negli animali adulti.

Il passo successivo sara quello di valutare, a livello della PFC (tramite saggi di

Western Blot), se I'esposizione adolescenziale al THC sia in grado di alterare ilivelli
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degli enzimi responsabili delle modificazioni istoniche alterate in seguito al

frattamento.

Infine, in base ai risultati ottenuti nel punto precedente, I'ultimo obiettivo della
presente tesi sard quello di somministrare un farmaco in grado di modulare
I'attivitd  dell’enzima maggiormente coinvolto nel produrre le modifiche
istoniche indotte dal THC per investigare il suo ruolo nello sviluppo fenotipo simil

depressivo-psicotico indotto dall’esposizione adolescenziale al THC.

Nell'insieme questo studio ci permetterd di valutare non solo le possibili
modificazioni epigenetiche indotte dal frattamento con THC in adolescenza, ma
anche le conseguenti alterazioni della trascrizione di geni che potrebbero essere
responsabili del fenotipo simil depressivo-psicotico. | risultati che otterremo ci
aiuteranno a comprendere gli eventi molecolari alla base delle patologie
psichiatriche a cui sono maggiormente esposti gli adolescenti che fanno un uso

pesante di cannabis.
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MATERIALI E METODI
ANIMALI

Gli esperimenti sono stati condotti utilizzando ratti femmine del ceppo Sprague-
Dawley (Charles River, Calco, Italia) del peso medio di 90-110 grammi (28 PND)
e di 200-220 grammi (70 PND) all'inizio del frattamento, alimentati con dieta a
pellets, acqua ad libitum e stabulati in condizioni standard (22+2°C, 60+5%
d'umiditd, dodici ore diilluminazione artificiale diurna) in gruppi di cinque animali
per gabbia.

| protocolli sperimentali sono stati approvati come richiesto dal Decreto Italiano
Governamentale no. 94/2000-A. Tutte le procedure hanno seguito le direttive
della Comunitd Europea che regola la ricerca con gli animali. Il numero di

animali usati e le loro sofferenze sono stati minimizzati.

FARMACI E TRATTAMENTI

Per condurre gli esperimenti della presente tesi sono stati utilizzati i seguenti
farmaci:

- I A9-tetraidrocannabinolo (THC), generosamente donato dalla GW
Pharmaceutical (Salisbury, UK), disciolto in etanolo, cremophor e soluzione
fisiologica in rapporto 1:1:18.

Dopo un periodo di stabulazione di 7 giorni, i ratti sono stati randomizzati in due
gruppi sperimentali: il primo gruppo € stato trattato con I'agonista cannabico
naturale A9-THC, il secondo con il rispettivo veicolo (Cremophor, etanolo e
soluzione salina, in proporzioni 1 : 1:18). Per gli animali adolescenti il frattamento
cronico ¢ iniziato 35 giorni dopo la nascita (35 PND) ed e terminato 45 giorni
dopo la nascita (45 PND); i ratfti sono stati trattati due volte al giorno con iniezioni
intraperitoneali (ip) di dosi crescenti di THC: 2,5 mg/Kg (35-37 PND), 5 mg/Kg (38-
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Schedule adolescent THC treatment

Arrival of animals «— Twiceaday —

Female THC THC THC
Sprague-Dawley l 25 5 10 A "
mg/Kg mg/Kg mg/Kg ssay: ssay:
L ‘ Wester blot RT-PCR

PND 30 3536 373839404142434445 RealTime PCR

I O O |
et

2 24 48 hours PND 75
Post-treatment (Adulthood)
Depressive-psychotic
nhanatune

Schedule adult THC treatment

Arrival of animals «— Twice aday —

Female THC THC THC
Sprague-Dawley 25 5 10
rats l mg/Kg  mg/Kg mg/Kg Assay:
PND80  8586878889909192939495  \vesterblot
L ili |
| l I I l | | l I I I I 2 48hoursPost-treatment PND]!ZS
DW
enotype
RealTime PCR

41 PND), 10 mg/Kg (42-45 PND), o del rispettivo veicolo. Lo stesso schema di
frattamento e stato effettuato per gli animali adulti a partire da 75 PND.

- Chaetocin acquistata dalla Cayman Chemical Company (Michigan, USA) &
stata disciolta in DMSO, Tween-80 e fisiologica in rapporto 1: 1 : 8. La sostanza e
stata somministrata per via intraperitoneale (i.p) alla dose di 0.05 mg/Kg. Un
secondo gruppo di animali & stato quindi co-frattato con THC e Chaetocin

durante il periodo adolescenziale come riportato nella figura sottostante.

Schedule adolescent co-treatment

Arrival of animals «— Twice aday ——

Female THC THC THC
Sprague-Dawley t 25 5 10 f—
rats mg/Kg /_mg/IKL (_mg,IKL Wester blot Behavioral tests
PND 30 3536373839404142434445 RT-PCR
I O I
| | | | | | | | | l | 2 24 48 hours PND 75
N \ / Post-treatment (Adulthood)

,
Y

Chaetocin 0.05 mg/Kg (i.p.)
Once a day
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SAGGI BIOCHIMICI E MOLECOLARI:

PRELIEVO DEL TESSUTO E RACCOLTA DELLE AREE CEREBRALI

Gli animali sono stati sacrificati ed i loro cervelli prelevati 2, 24 e 48 ore dopo
I'ultima somministrazione di THC.

Per i saggi biochimici i cervelli sono stati rapidamente rimossi e le Cortecce
Prefrontali, su cui si effetftueranno i saggi, vengono prelevate mediante
dissezione regionale seguendo la metodica di Heffner utilizzando un blocchetto
in alluminio (Rodent Brain Matrix, ASl instrument, Warren, Ml USA) che permette
di oftenere sezioni cerebrali di 1Tmm di spessore. Nella sezione di interesse,
identificata mediante I'ausilio dell’atlante di Paxinos e Watson (1986), il prelievo
dell’area viene effettuato sia a carico dell’emisfero destro che sinistro. Le aree
cerebrali cosi ottenute vengono poi congelate in azoto liquido e conservate a —

80°c fino all'utilizzo.

PREPARAZIONE DEGLI ESTRATTI PROTEICI TOTALI E ISTONICI

Il giorno dell’estrazione, I'area prescelta per i nostri esperimenti in laboratorio,
ossia la Corteccia Prefrontale, viene posta in un'‘adeguata quantita di buffer di
lisi (1:10 w/v) mantenuto in ghiaccio, cosi composto: 50 mM Tris HCI pH 7.5, 60
mM MgClI2, 2 mM DTT, 2 mM PMSF, 1 mM EDTA; 5% glicerolo, 50 mM NaCl, 1%
Triton, 2 ug/mL aprotinina, 2 uyg/mL leupeptina. Si procede quindi ad omogenare
mediante un potter di vetro/teflon; 'omogenato viene poi trasferito in una
microprovetta e centrifugato a 13000 rom a 4°C per 10 minuti. Il surnatante, che
corrisponde al lisato totale (proteine di membrana e citoplasmatiche) viene
prelevato facendo attenzione a non toccare il pellet. | pellet contenentii nuclei
vengono risospesi in HCI 0.2 M e incubati over-night a 4°C mantenendoli in
leggera agitazione per permettere |'estrazione degliistoni. Il giorno successivo si
centrifugano i campioni a 10000 rom per 10 minuti a 4°C e si preleva il surnatante
che contiene le proteine istoniche. Vengono poi aggiunti 6 volumi di acetone
freddo e si prosegue con una incubazione over-night a -20°C per far precipitare
dedli istoni. | campioni vengono nuovamente centrifugati a 4000 rom per 10
minuti e i pellet risospesi in un appropriato volume di RIPA buffer composto da:
50 mM Tris HCI pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% Triton X100, 5 ug/mL aprotinina, 5 ug/mL
leupeptina, 2 MM PMSF, 2 mM EDTA.
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| campioni ottenuti, sia proteici che istonici, vengono dosati mediante il Micro-
BCA assay kit.

DOSAGGIO PROTEICO: METODO DEL BCA

Il saggio utilizzato € una formulazione detergente-compatibile basato su un
acido bicinconinico (BCA) per la determinazione colorimetrica e la
quantificazione delle proteine totali. Questo metodo combina la riduzione del
rame (CU2+ ...... Cul+) effettuata dalla proteina in un mezzo alcalino (reazione
del biureto) con la determinazione colorimetrica altamente sensibile e selettiva
del catione Cu+1 usando un unico reagente contenente BCA. La reazione
colorimetrica & data dalla chelazione

di due molecole di BCA con uno ione rame. Questo complesso idrosolubile
esibisce una forte assorbanza a 570nm, che e lineare con I'aumento della
concentrazione proteica allinterno di un ampio spettro che va dai 20 ug/ml ai
2000 pg /ml.

In questo saggio e stato preparato un set di proteine standard a concentrazione
nota diluendo la confezione stock di BSA standard (Bovine Serum Albumin, 2
mg/mi; Pierce). Le concentrazioni usate per dosare i campioni devono ricadere
nel set delle proteine standard scelto opportunamente in relazione alle
concentrazioni dei campioni stessi. Nei pozzetti di un'apposita piastra sono stati
pipettati le opportune concentrazioni di ogni standard e del campione da
dosare. Per il bianco sono stati usati uguali quantita di acqua distillata.

E' stata preparata la soluzione "Working Reagent" miscelando 50 parti di
Reagente A (Sodio Carbonato, Sodio Bicarbonato, reagente per la detenzione
della BSA e Sodio Tartrato in NaOH 0.2 N) con una parte direagente B (25 solfato
di Rame al 4%). In ogni pozzetto sono stati aggiunti 200 pl della "Working
Reagent” e la piastra € stata incubata per 30 minuti a 37 °C. Si € poi misurata
l'assorbanza di ogni campione a 570 nm. Mediante analisi di regressione lineare
eseqguita al computer

(Prism, Graph Pad), si € calcolata I'equazione della retta da cui ricavare le
concentrazioni proteiche dei singoli campioni espresse in microgrammi di

proteine/microlitro (ug/ul) di omogenato tissutale.
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SDS PAGE

La tecnica dell’SDS-PAGE e sicuramente la piu utilizzata per analizzare miscele
complesse di proteine. In questa metodica le proteine vengono fatte reagire
con un detergente anionico, il sodio dodecil solfato (SDS), formando cosi dei
complessi carichi negativamente. La quantita di SDS legato a una proteina e,
quindi, la carica totale del complesso € proporzionale alla sua massa
molecolare.

Generalmente circa 1.4 g di SDS sono legati da 1 g di proteina, sebbene cisiano
delle eccezioni a questa regola. Le proteine vengono denaturate e solubilizzate
dal legame con I'SDS, e il complesso assume forma elissoidale proporzionale al
peso molecolare della proteina. Cosi,

proteine al punto isoelettrico (pl), sia acido sia basico, formano complessi carichi
negativamente che possono essere separati sulla base delle loro differenze di
massa mediante elettroforesi, attraverso un "setaccio" formato da una matrice
di gel di poliacrilammide.

Questa e la base dell’SDS, ma il vasto utilizzo di questa tecnica € sostanzialmente
dovuto all'eccellente potere di risoluzione, legato alluso di un sistema
discontinuo che impiega due gel a diversa densitd, uno "stacking gel' e un
"running gel'. Questo sistema utilizza il principio della "isotacoforesi’, che
concentra efficacemente i campioni da volumi ragionevolmente grandi in
bande molto piccole, ottenendo, quindi, una migliore separazione delle diverse
specie molecolari presenti nella miscela.

Il sistema viene allestito sovrapponendo lo "stacking gel" al "running gel”, che € a
pH e a concentrazione di poliacriammide differenti. | campioni vengono
infrodotti in pozzetti localizzati a livello dello "stacking gel'. Quando viene
applicato un campo elettrico, gli ioni carichi negativamente migrano verso
l'anodo (polo positivo), ma al pH che prevale nello "stacking gel" (pH 6.8) i
complessi proteina- SDS hanno mobilitd intermedia tra gli ioni cloro (presenti in
tutto il sistema) e gli ioni glicinato (presenti nel tampone di corsa). Gli ioni cloro
hanno una maggiore mobilita. Gli ioni immediatamente piv grandi si
concentrano in zone strefte nello "stacking gel', ma qui non sono efficacemente
separati. Quando i complessi, migrando, raggiungono il "running gel”, le loro
rispettive mobilita variano in base al diverso pH qui prevalente (pH 8.8) e il fronte

formato dagli ioni glicinato raggiunge le bande dei complessi proteina-SDS,
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consentendo, in un campo elettrico uniformemente tamponato, la separazione
delle proteine in base alla loro massa. Il sistema da noi utilizzato & quello descritto
da Leamly, che impiega i seguenti reagenti:

1) soluzione di acrilammide/bisacrilammide in rapporto 37:1.

2) miscele all’'8%, 10%; 12% o 14% per il running gel: Tris buffer 8.8, 1.5 M (madre),
costituito da Trizma Base, SDS e H20 d;

3) miscela 4.5% per "stacking gel: Tris Buffer 125mM (Madre 0.5M pH 6.8),
Acrilamide 4.5% (Madre 40%), Ammonio persolfato 10%, Temed.

4) tampone SDS-PAGE 5X: Glicina, 0.96M, Tris base 0.125 M SDS 0.5%.

| due reagenti Temed e ammonio persolfato, aggiunti per ultimi alle miscele,
innescano la polimerizzazione della soluzione di poliacriammide. Lo "stacking
gel' e sovrapposto al "running gel' quando quest'ultimo & polimerizzato;
inserendo, durante la polimerizzazione, un apposito pettine nello stacking gel
che permette diricavare pozzetti con una capacita di circa 20-25 ul, nei quali
vengono caricati sia i campioni, sia opportuni standard di riferimento (markers
proteici), cosftituiti da una miscela di proteine a peso molecolare noto. |
campioni sono stati poi fatti correre a una corrente costante di 20 mA/gel.

E stata seminata per ogni pozzetto del gel una quantitd di proteine
corrispondente a 15 y per i campioni istonici, 30 y per gli estratti nucleari,
opportunamente preparate in Laemly buffer 5X (Tris HCI 1M pH 6.8, SDS 10%, Blu
di bromofenolo 0.05%, glicerolo 50%, DIT 5%) e successivamente diluite con
acqua distillata, al fine di ottenere una concentrazione di Laemly buffer 1X;
prima del caricamento i campioni, cosi preparati, sono stati bolliti per 3 minuti
(10 minuti nel caso delle proteine istoniche), per assicurare la completa

denaturazione delle proteine e posti in ghiaccio.

WESTERN BLOTTING

Il principio della western blotting si basa sulla possibilita di trasferire le proteine,
precedentemente separate su gel mediante elettroforesi, su una apposita
membrana, utilizzando un apparecchio denominato cella "semi-dry" (Trans-blot,
Biorad) e applicando un voltaggio costante per circa 15 minuti. Nel nostro caso
sulla superficie dellapparecchio che rappresenta l'anodo, sono stati posti
quattro fogli di carta da filiro Whatmann 3MM, precedentemente imbevuti in

tampone di frasferimento (Tris base 25 mM, glicina 150mM, metanolo 10%, pH
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8.3), la membrana di PVDF, immersa in tampone di trasferimento per alimeno 30
minufi, il gel, altri quattro fogli di carta da filtro Whatmann 3MM, imbevuti nel
tampone di tfrasferimento.

Il sistema € stato poi chiuso ermeticamente, appoggiando su questa pila la
superficie dell'apparecchio che rappresenta il catodo: inizia cosi il frasferimento
"semi-dry".

Le nitrocellulose vengono poi incubate per circa due ore in "blocking solution”
(latte magro in polvere Regilait 5% sciolto in TBS-Tween 20:Tris Base 20mM, NaCl
150mM, Tween 20 0.1%, pH 7.5), al fine di saturare i siti aspecifici di legame sulle
nitfrocellulose. Dopo questa incubazione, le membrane di PVDF vengono
incubate a 4°C overnight in una soluzione contenente I'anticorpo primario diluito
opportunamente in blocking solution. Le membrane vengono successivamente
lavate in TBS-Tween 20 con 5 lavaggi di 5 minuti 'uno e una volta in blocking
solution per 2 minuti; tali lavaggi sono seguiti da un'ora di incubazione con un
anticorpo secondario coniugato con perossidasi di rafano (Horseradish
Peroxidase HPR) e diluito opportunamente in blocking solution. Si procede quindi
con altri 5 lavaggi di 5 minuti in TBS-Tween 20 e un ultimo lavaggio di 2 minuti in
TBS. | blots sono stati rimossi dall'ultimo lavaggio e processati per lo sviluppo con
metodo ECL.

SVILUPPO CON METODO ECL

L'ECL € un metodo che permette di visualizzare le proteine immobilizzate su
membrana e coniugate, direttamente o indirettamente, con anticorpi legati
all'HRP. Tale sistema di rivelazione proteica consiste in una reazione di
chemioluminescenza: I'HRP, legato all’aniticorpo secondario, ossida un sale
peracido, presente neiliquidi per I'ECL, provocando I'ossidazione dell’HRP stessa
e catalizzando I'ossidazione del luminolo; questo causa, a sua volta, il passaggio
degli elettroni ad uno stato eccitatorio seguito poi da un decadimento allo stato
basale, che determina I'emissione di luce ad una lunghezza d’'onda di 428 nm.
Tale emissione puo essere visualizzata con una breve esposizione del blot (i tfempi
variano a seconda della concentrazione proteica e dell’ antficorpo utilizzato), a
lastre autoradiografiche specifiche, sensibili alla luce blu. Una volta ottenuta la
banda proteica diinteresse, & necessario procedere con la sua normalizzazione.

Tale tecnica permette di evidenziare se le differenze proteiche oftenute sono
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reali o dovute ad errori sperimentali: dopo aver effettuato lo “strip” infatti le
nitrocellulose sono incubate con un anticorpo anti-pactina: questa proteina &
codificata da un “housekeeping gene” che permette di quantificare la
concentrazione proteica totale del campione caricato.

STRIP

Con questa metodica e possibile rimuovere il legame proteina anticorpo e
rivtilizzare la stessa membrana con un nuovo anticorpo. La procedura utilizzata
e la seguente:

* lavaggio della nitrocellulosa con la soluzione di strip portata a 37°C perl5
minufi;

* 3 lavaggi da 5 minuti ciascuno in TBS Tween;

* Eventuale ripetizione della procedura una seconda volta;

* Incubazione della membrana in blocking solution per circa 2/3 ore e

incubazione con anticorpo primario.

ANALISI STATISTICA

Viene effettuata mediante software Prism versione 4.0 (Graph Pad software, inc.,
San Diego, CA, USA). | datiriportati nella presente tesi rappresentano le medie
S.E.M. di almeno 5 animali per gruppo. E stato utilizzato il test t Student con
correzione di Welch per comparare due gruppi di dati. La significativita statistica

e stata presa quando P < 0.05.

ESTRAZIONE DELL'RNA E QUANTIFICAZIONE

L'RNA totale e stato estratto mediante Trizol Reagent (Invitrogen) e utilizzando
materiale RNAsi free. Il giorno dell’estrazione I'area prescelta viene postain 1 ml
di reagente Trizol e mantenuta in ghiaccio. Si procede quindi ad omogenare
mediante un potter di vetro/teflon precedentemente pulito con DEPC per inibire
le possibili RNasi presenti; 'omogenato viene trasferito in una microprovetta e
incubato per 5 minuti a temperatura ambiente per permettere al reagente di
completare la dissociazione fra RNA e i complessi nucleoproteici. Al campione
vengono successivamente aggiunti 200 ul di cloroformio e dopo una breve
agitazione manuale di circa 15 secondi, I campione viene nuovamente
incubato a temperatura ambiente per 3 minuti. Si procede con una centrifuga

a 13000 rom a 4°C per 10 minuti per separare I'RNA dal restante materiale
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cellulare (membrane, polisaccaridi e DNA). La fase acquosa contenente I'RNA
viene prelevata facendo attenzione a non toccare l'interfase e trasferita in una
microprovetta dove il campione viene poiincubato per 10 minuti a temperatura
ambiente in presenza diisopropanolo (1 ml) per far precipitare I'RNA. Si prosegue
con un'ulteriore centrifuga a 13000 rpm per 30 minuti a 4°C per far depositare sul
fondo della provetta I'RNA. Dopo aver rimosso il surnatante, il pellet viene lavato
con etanolo al 70% e centrifugato a 9000 rom per 5 minuti a 4°C. Il surnatante
viene nuovamente rimosso e, per far evaporare il restante etanolo, il pellet viene
lasciato asciugare 10 minuti. Infine il pellet viene risospeso in un adeguato
volume di acqua distillata RNAsi free. L'RNA ottenuto e stato quantificato
mediante lettura allo spettrofotometro a UV ad una lunghezza d’onda di 260 nm

e la sua qualitd controllata mediante corsa su gel di agarosio all’1,5%.

PURIFICAZIONE E QUANTIFICAZIONE DELL'RNA MESSAGGERO

Per purificare e concentrare il campione di mRNA & stato utilizzato I'RNeasy
MinElute Cleanup kit (Qiagen). Anche in questo caso tutte le procedure sono
eseqguite utilizzando materiali RNAsi free, in modo da non degradare o
contaminare I'mRNA. Tutti i passaggi sono eseguiti ad una temperatura non
inferiore ai 20°C.

Un passaggio preliminare consiste nell’eliminare residui di DNA dall’'RNA totale
miscelando in una microprovetta una quantitd <87,5uL di RNA totale, 10 uL di
buffer RDD e 2,5 uL di DNAsi e portando ad un volume di 100 uL con acqua RNASI
free. La soluzione viene incubata a 20-25°C per 10 minuti.

L'RNeasy MinElute Cleanup kit € costituito da una serie di microcolonne che
consentono di offenere mRNA puro.

Il primo passaggio consiste nell’aggiungere, alla soluzione contenente |l
campione, 350 pL di buffer RLT (non in ghiaccio, in modo da non inibire i
componenti) e 250 uL di etanolo al 100%. Si trasferiscono 700 uL della soluzione
contenente il campione al centro di una colonnina RNeasy MinElute, inserita in
una provetta da 2mL e si centrifuga per 15 secondi a 15.000 rom. Il surnatante
viene eliminato e la colonnina di purificazione viene trasferita in una nuova
provetta da 2 mL; al centro della colonnina si aggiungono 500 ul di buffer RPE e
si effetftua un'altra centrifuga di 15 secondi a 15.000 rmp per lavare la

membrana. Il surnatante viene nuovamente eliminato e vengono aggiunti 500
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uL di etanolo all’'80% al centro della colonnina. Si procede centrifugando per 2
minuti a 15.000 rom. A questo punto si posiziona la colonnina di purificazione in
una nuova provetta da 2mL e si lascia aperto il tappo della colonnina, in modo
da far evaporare I'etanolo, centrifugando alla massima velocitd per 5 minuti. Al
termine della centrifuga la colonnina viene trasferita in una eppendorf sterile da
1.5mL; si aggiungono 14 pL di acqua RNAsi free direttamente al centfro della
colonna e si centrifuga per 1 minuto alla massima velocita per eluire I'RNA. Si
ottengono 12 plL di RNA.

Per valutare la purezza del campione, I'RNA oftenuto & stato quantificato

mediante lettura allo spettrofotometro a UV ad una lunghezza d’onda di 260 nm.

RETROTRASCRIZIONE

La Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR), o retrotrascrizione
da RNA a cDNA, consente di amplificare una molecola di DNA partendo da un
insieme di RNA totali che vengono estratti dal campione d'interesse. Per tale
motivo, la RT- PCR & una tecnica che viene utilizzata in laboratorio per studiare
I'espressione genica. La tecnica prevede lo svolgimento di due fasi: la prima &
quella di retrotrascrizione dellRNA (Reazione First-strand), mentre la seconda &
I'amplificazione del cDNA otftenuto nella prima fase (Reazione Second-strand).
Per questa procedura si utilizza I'RT2 First Strand Kit (Qiagen)

Il primo filamento di cDNA e stato sintetizzato a partire da 1 ug di RNA a cui sono
stati aggiunti 2 uL di buffer GE (5X gDNA Elimination buffer) e acqua RNAsi free
per portare ad un volume finale di 10 pL. Siincuba la soluzione a 42°C per 5 minuti
e si mette immediatamente in ghiaccio per almeno un minuto.

Successivamente si prepara I'RT cocktail, costituito da:

1 Reazione

4 ul
BC3 (5X RT BUFFER 3)
P2 (Primer and External Ll
Control Mix)
RE3 (RT enzyme Mix 3) 2ul
H20 3ul
VOLUME FINALE 10 ul
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Ad ogni campione di aggiungono 10 gL di RT Cocktail, si miscela delicatamente
con la pipetta e si incuba la soluzione a 42°C per 15 minuti; si blocca poi la
reazione scaldando la miscela a 95°C per 5 minuti e si aggiungono 90 uL di
acqua ad ogni campione. A questo punto si conserva il cDNA oftenuto in

ghiaccio per il passaggio successivo, oppure overnight a -20°C.

Real Time PCR

La tecnica della Real Time-PCR permette la misurazione diretta e la
quantificazione della reazione mentre I'amplificazione del cDNA € in atto. La
possibilitd di seguire le reazioni in tempo reale permette di analizzarle nel
momento in cuil’amplificazione € in fase esponenziale. La reazione richiede due
inneschi oligonucleotidici, forward e reverse, compatibili con la sequenza di
interesse da amplificare, deftti primers e un DNA stampo. Sono inolire necessari
I'enzima DNA Polimerasi, i dNTPs e ioni magnesio. L'andamento della sintesi pud
inolfre essere apprezzato in tempo reale grazie all'impiego della SYBR-Green. Si
tratta di una molecola in grado di legare qualsiasi DNA, indipendentemente
dalla sequenza: quando si lega al doppio filamento, la SYBR Green incrementa
notevolmente la propria fluorescenza, che pud quindi essere rilevata. All'inizio
dellareazione, la sonda silega a tutto il cDNA presente. Tuttavia, durante la PCR,
la DNA polimerasi amplifica esclusivamente la sequenza bersaglio, le cui copie
aumentano in modo esponenziale e sono disponibili per il legame della sonda.
Di conseguenza, a ogni ciclo si rileva un incremento della fluorescenza
proporzionale esclusivamente alla quantitd del prodotto specifico della PCR. |
geni che codificano per la B-actina e la GAPDH (o gliceraldeide-3-fosfato
deidrogenasi) sono stata scelti come normalizzatori dell’analisi, ma solo la
GAPDH ¢ stata utilizzata come normalizzatore per le andlisi, in quanto e risultato
il gene piu stabile. Il calcolo accurato della concentrazione di cDNA si oftiene
misurando la fluorescenza emessa al ciclo soglia (CT) con I'ausilio dell’algoritmo
descritto da Higuchi et al.(1993). Il CT rappresenta il ciclo in cui il segnale di
fluorescenza raggiunge un arbitrario ma definito valore soglia nella fase
esponenziale precoce della reazione. | CT sono proporzionali al logaritmo del

numero di copie iniziali del target.
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| campioni sono stati preparati partendo da una miscela di reazione composta

nel seguente modo:

Array format 96-well
2X RT2 SYBR Green Mastermix 1350 l
cDNA synthesis reaction 102 ul

RNase-free water 1248 pl
Volume totale 2700 pl

Ad ogni pozzetto vengono aggiunti 25 uL della miscela.
Il termociclatore, equipaggiato con un rilevatore a fluorescenza che
permette |'acquisizione in tempo reale della fluorescenza emessa dal

DNA target, viene impostato secondo i seguenti parametri:

Denaturazione iniziale 95°C - 10 minufi
(ciclo 1)
40 cicli:
Annealing, estensione e letftura 95°C - 15 secondi
fluorescenza
Hold 60°C — 1 minuto

Al fine di valutare specifici messaggeri correlati al sistema endocannabinoide e
geni coinvolti nella plasticita sinaptica, abbiamo usato un Array (RT2 Profiler PCR
Array - Qiagen) costituito da 96 pozzetti. La piastra e stata progettata in modo
da poter confrontare due campioni alla volta (controllo vs. tfrattato) e contiene
per ciascun campione 5 geni coinvolti nel sistema endocannabinoide, o
strettamente correlati ad esso, (Cnr1, Mgll, Faah, Ppara, Pparg), 35 geni coinvolti
nella plasticita sinaptica, due geni house-keeping (Gapdh, pact), un controllo
per la contaminazione di DNA genomico (RGDC), che in modo specifico rileva
contaminazioni da DNA genomico, 3 controlli per la retrotrascrizione (RTC), che
testano I'efficienza della reazione di trascrizione, e 3 controlli positivi (PPC) come

riportato nella figura sottostante.
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Custom RT?Profiler™ PCR Array

Array Layout

1 2 3 L] 5 ] 7 g 9 10 11 12
A Belnd GrinZa Gabral | CamkZa | Homerl Gapdh Bdnf Grinda Gabral | CamkZa | Homerl Gapdh
B Crrl Grin2b Gabra2 Camkls Plekil RGO el Grimlb Gakral Camklg Fick 1 RGDC
[ Digs Grmil Galbrbil Pty Synpo AT Digt Grm Gabrtil Py Syngs ATC
D Faah Grm32 HirZa Gadl Crebbg RTEZ Fabh G Hir 18 Gadl Crabbp RTC
E Hagli Grmd Sirtl Abat Arg RTC Hgll Grm3 Sirtl Abat Arc RTC
P Griatd Grm5 Ppara Pricaca Raeldn PRC Grial GrmS Pobrs Princa L] PR
G GriaZ Gabbrl Fpang MHosl Adcyl PRC Grind Gabbrl Fparg Hosl Adoyl FPC
H Grinl Gabibr Merk2 Crabl Acth FPC Grinl Gabbr2 Htrkd Crebl Acth PRC
Gene Table
-
Position UniGene GenBank |  Symbol Description
AD1, ADT An.l1 1266 WM_012513 Bl Brain-derived newnotrophic factor
BO1, BO7 Rn 89774 HM_G1 27 Carl Canrabingld rw-_p#u-r 1 (brain}
coi, 07 RMG76S HM_019621 Cigd Discs, large homolog 4 (Dresephila)
Do, 007 R 89119 HM_024132 Faash Fatty acid amide hydrelass
EO1, EQF | 40396 HM_1 38502 Mgl Honoglyceride |ipase
FO1, FOF Rn. 29571 HM_03L608 Grial Glutamate recapio, lnotropic, AMPA 1
G0, GO7 Rn 91361 HM_G17261 Ll Glutamate FecApaod, inotropic, AMPA 2
HD1, HOZ Rn. 9840 MM_D17000 Grinl Glutarmate receplor, lnotropic, N-mathyl D-aspanate 1
ADZ, A |Rn.9710 MM_D12573 GrinZa Glutamate receptor, lonotropic, N-methy D-aspanate T4
BOY, BOR Irn.9711 HM_012574 Grin2h Glutarmate recephor, notropic, N-methyl D-papanate 28
coz, Cog R ATTET HM_0170E1 G Glutamate recepior, metabotrogic 1
D02, D08 Rn. G681 MM_001105711 Grmnd Glutamate recepior, matabotropic 2
EDZ, E0S 41715 HH_001105712 (] Glutamate receptor, metabotropic 3
FOiZ, FOB |rn.29972 MM_D17082 GrmS Glutamate receptor, metabotroplc 5
G02, GOA R I00S0 MM_031028 (Gabbrl Gamma-aminobutyric acid (GABA) B receptor 1
HOZ, HOB R 162014 MM_D31a02 Gabbrd ‘Gamma-aminobutyric scid (GABA) B receptor 2
AD3, ADS Rn.28463 HM_183326 Gabral Gamma-amincbutyric Soid (GABA) A receptor, alpha 1
BO3, BOY R 48180 HM_001135779 Gabrad |Gamma-amnebutyric sod (GARBA-A) recaptor, subunit alpha 2
co3, CO9 |rn.207157 MM_D1Z956 Gabrbl |Gamma-aminabutyric acid (GABA) A receptor, bets 1
Dod, oos |Rn. 10294 HM_D17154 Herzn [5-hydrowytryptamine {serabonin] receptor 24
£03, E09 RN.219976 wM_o0n107E27 S Ef};_‘:j:‘lm!"‘*'"ﬂ bype information reguistion 2 homaicg] 1
Fo3, FO9 |Rn.9753 HM_D13196 Fpara Peroasome prolferstor sctivated riceptor alpha
G03, GOS Jrn 23443 HM_D13124 Poairg Perpaisome prolferator-activated receptor gamma
HO3, HOS Rn.l1 246 HM_0127 31 Merkl Haurotrophic tyrosine kinase, receptor, bype 2
AD4E, ALD Rn. 107459 HM_012920 Camkla Caldumycalmagdulin-dapencent protein kinase 11 alpha
BO4, B0 R, 10561 HM_1 33605 Camkidg Calcumycalmadulin-depsncent protein kinase 11 gamma
Cid, C10 JRn. 44471 HM_D19374 Pdyn ‘Prodynorphin
D4, D10 |rn.g1245 HH_D17007 Gead L tamate decarbouylase 1
EQ4, E10 Rn. 10090 HM_031003 Abat -amingbutyrate aminctransferase
Fid, F10 Rn.20 HM_001100922 Priches Protein kinase, cAMP-depandant, catalytic, alpha
GO4, G10 Rn. 10573 HM_052799 Mgl Hitric oxicge synthase 1, neurcnal
Wi, Hi |Ren.o0061 HM_031087 Crebl JCAMP respanshe alemant Binding paotein 1
ADS, ALL |Rn.37500 HM_032707 Himarl Homer homobog 1 (Drosophila)
BOS, B11 [Rn.24750 HM_053460 Pickl Probein interacting with PRECA 1
Position . UniGene GenBank Symbol Description
C05, C11 Rn.42910 NM_021695 Synpo Synaptopodin
D05, D11 Rn.108128 NM_133381 Crebbp CREB binding protein
EO5, E11 Rn.10086 NM_019361 Arc Activity-regulated cytoskeleton-associated protein
FO05, F11 Rn.98353 NM_080394 Reln Reelin
GO05, G11 RN.214145 NM_001107239 Adcy1l Adenylate cyclase 1 (brain)
HOS5, H11 RN.94978 NM_031144 Actb Actin, beta
A06, A12 RN.91450 NM_017008 Gapdh Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
BO6, B12 N/A U26919 RGDC Rat Genomic DNA Contamination
C06, C12 N/A SA_00104 RTC |Reverse Transcription Control
D06, D12 N/A SA_00104 RTC Reverse Transcription Control
E06, E12 N/A SA_00104 RTC Reverse Transcription Control
FO6, F12 N/A SA_00103 PPC Positive PCR Control
G06, G12 N/A |§A_ODIDB PPC Positive PCR Control
HO6, H12 N/A |sa_oo103 PPC Positive PCR Control
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ANALISI STATISTICA

Viene effettuata mediante software Prism versione 4.0 (Graph Pad software, inc.,
San Diego, CA, USA). | datiriportati nella presente tesi rappresentano le medie +
S.E.M. di almeno 4 animali per gruppo. E stato utilizzato il test t di Student per
comparare i due gruppi sperimentali. La significativita statistica e stata presa

quando P < 0.0S.

TEST COMPORTAMENTALI

Tuttii test comportamentali sono stati condottiin una stanza (3m x 4m), illuminata
da una luce al neon (circa 30 lux) e priva di riferimenti visivi che possano
influenzare il comportamento degli animali. Il giorno del test gli animali sono stati
portati nella stanza 30 minuti prima dello svolgimento dell’esperimento in modo

da favorirne I'ambientamento.

TEST DEL RICONOSCIMENTO DEL NUOVO OGGETTO (NOR)

Il test del Novel Object Recognition € basato sulla naturale e spontanea
tendenza degli animali a esplorare la novitd e quindi ad interagire
maggiormente con un oggetto nuovo piuttosto che con uno familiare.
Sfruttando questa caratteristica € possibile andare a valutare la memoria di
riconoscimento, ovvero I'abilitd di riconoscere come familiare un oggetto con
cui I'animale & venuto a contatto in precedenza rispetto ad un oggetto nuovo

che gli viene presentato durante il test.

APPARECCHIATURA

L'apparecchiatura che é stata utilizzata consiste in un’arena in plexiglass delle
dimensioni di 60 cm di lunghezza, 60 cm di larghezza e 60 cm di altezza (Ugo
Basile, Varese, Italia) e priva di coperchio.

| movimenti degli animali sono stati monitorati per mezzo di cronometri digitali.

PROCEDURA

Tutti gli animali sono stati sottoposti a un singolo test suddiviso in due fasi:
familiarizzazione (fase 1) e test (fase 2).

Nella prima fase all'interno dell’arena sono stati posti due oggetti identici per

forma, colore e dimensioni; il ratto € stato quindi posizionato nell’arena e lasciato
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libero di esplorare i due oggeftti per 5 minuti. Al termine di questa fase ogni
animale e stato rimosso dall’arena e riposto nella propria gabbia per un periodo
di tfempo di 2 minuti (tempo diritenzione).

Trascorso questo intervallo, I'animale & stato sottoposto alla fase di test in cui uno
dei due oggetti, divenuti familiari nella fase 1, € stato sostituito con un oggetto
nuovo, diverso dal precedente per forma, colore e dimensione. In questa fase
gli animali sono stati lasciati liberi di esplorare i nuovi oggetti per 3 minuti.

E' considerata esplorazione solo l'interazione diretta e volontaria dell’animale
con I'oggefto; il comportamento degli animali € stato monitorato per mezzo di
due cronometri ed e stato quindi calcolato il tempo totale di esplorazione (in
secondi) dei due oggetti familiari nella prima fase e il tempo totale di
esplorazione dei due oggetti (familiare e nuovo) nella seconda.

L'indice di discriminazione (ID) rappresenta la differenza nel tempo di
esplorazione tra I'oggetto nuovo (EN) e quello familiare (EF) sul tempo di
esplorazione di entrambi gli oggetti durante la fase di test ed e calcolato

mediante la seguente formula

ID = [(EN — EF)/(EN + EF)] x 100

Il iconoscimento dell’oggetto in queste misurazioni € dato dal maggior tempo
speso dall’animale ad esplorare il nuovo oggetto piuttosto che quello familiare.
Dopo ogni singola fase e ogni test, I'arena e gli oggetti utilizzati sono stati
accuratamente puliti con acido acetico 0.1% in modo da rimuovere ogni

tfraccia dell’animale.

TEST DEL NUOVO FORZATO (FST)

Il test del nuoto forzato (Forced Swim Test) si basa sul principio che I'animale,
quando posto in una situazione che non offre vie d'uscita, sviluppa una postura
di immobilitd, nota come “passive coping behavior’. Questo test & stato
condotto per valutare gli effetti a lungo termine dell’esposizione adolescenziale

al THC sullo sviluppo di sintomi simil-ansiosi.
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APPARECCHIATURA

L'apparecchiatura utilizzata consiste di un cilindro di plexiglass tfrasparente alto
50 cm e con un diametro di 20 cm che viene riempito fino a 30 cm di altezza con
acqua alla temperatura di circa 25 °C.

I movimenti compiuti dall’animale durante la fase di test sono stati monitorati per

mezzo di cronometri.

PROCEDURA

Il test e stato condotto utilizzando una variante rispetto al protocollo di Porsolt e
collaboratori (1978) dal momento che e stato articolato in una sola giornata, i
ratti sono stati posti nel cilindro e il loro comportamento € stato monitorato per
un'unica sessione della durata di 15 minufi.

Inizialmente gli animali cercano disperatamente di uscire dall’acqua ma
successivamente, rendendosi conto che da questa situazione non € possibile
sfuggire, assumono una postura diimmobilitd che consente loro di eseguire solo
i movimenti minimi per tenere la testa fuori dall’acqua.

Il principale parametro comportamentale valutato € I'immobilitd ma sono stafi
anche misurati i tempi di climbing (movimenti attivi che I'animale compie per
cercare di uscire dal cilindro) e di nuoto (I'animale nuota immergendosi o
atftraversando il centro del cilindro).

Dopo 15 minuti di nuoto forzato, i ratti sono stati tolti dal cilindro e asciugati prima
di riporli nella loro gabbia.

Il cilindro € stato lavato e riempito con acqua pulita dopo aver testato ogni

animale.

TEST DELL'INTERAZIONE SOCIALE (SI)

Il test dell'interazione sociale si basa sul principio che i ratti, essendo animali
socievoli, amano giocare tra loro e stare in compagnia ma in alcune situazioni,
se il partner &€ sconosciuto, possono assumere un comportamento aggressivo. La
misura dell’interazione sociale € rappresentata dal tempo che coppie di ratti
sconosciuti spendono per esplorarsi.

Questo test viene utilizzato per valutare la presenza di eventi aggressivi e

comportamenti sociali.
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APPARECCHIATURA

L’apparecchiatura che e stata utilizzata consiste in un’arena in plexiglass delle
dimensioni di 60 cm di lunghezza, 60 cm di larghezza e 60 cm di altezza (Ugo
Basile, Varese, Italia) e priva di coperchio.

| movimenti degli animali sono stati monitorati per mezzo di cronometri digitali.

PROCEDURA

Il giorno del test tuttii ratti sono stati sottoposti ad un periodo di ambientamento,
nel quale sono posti da soli nell’arena in modo da familiarizzare con I'ambiente
nel quale viene condotto il test.

Nella fase di test vero e proprio una coppia di animali, formata da ratti
sconosciuti I'uno all'altro e di peso simile, & stata posizionata delicatamente
al’interno dell’'arena familiare e scarsamente illuminata. Gli animali sono stati
posti agli angoli opposti dell’arena.

Il test & costituito da un'unica sessione della durata di 10 minuti durante la quale
gli animali sono lasciati liberi di interagire tra loro. E' stato quindi cronometrato il
tempo speso in  comportamenti sociali  (inseguimenti, annusamenti,
scavalcamenti) ed & stato misurato il numero di comportamenti aggressivi
(morsi, lotte).

Al termine di ogni fase di test I'arena e stata accuratamente pulita con acido

acetico 0.1%

ANALISI STATISTICA

Viene effettuata mediante software Prism versione 4.0 (Graph Pad software, inc.,
San Diego, CA, USA). | datiriportati nella presente tesi rappresentano le medie
S.E.M. di almeno 5 animali per gruppo. Il test statistico utilizzato per il confronto

dei quattro gruppi € I'ANOVA a due vie seguita dal Bonferroni post hoc test.
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RISULTATI

VALUTAZIONE DELLE MODIFICAZIONI ISTONICHE

Il primo obiettivo della seguente tesi € stato quello di valutare I'effetto del
trattamento cronico con THC in ratti femmine adolescenti (35-45 PND)sui livelli di
metilazione ed acetilazione di alcuni residui di lisina dell'istone H3. In particolare
abbiamo studiato i livelli di dimetilazione e frimetilazione della lisina 9 (H3K9me2,
H3K?me3), marker associati a repressione frascrizionale, ed i livelli di acetilazione
della lisina 9 e 14 (H3K?ac e H3Kl4ac) marker associati ad attivazione
trascrizionale. Queste analisi sono state condotte 2, 24 e 48 ore dalla fine del

trattamento nella PFC.
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Figura 1. effetto del trattamento cronico con dosi crescenti di THC (2.5 mg/Kg dal 1-3 giorno; 5 mg/kg dal

4-7 giorno; 10 mg/Kg dal 8-11 giorno) in ratti femmine adolescenti (35-45 PND) sulle modificazioni istoniche, a
diverse tempistiche dall'ultima somministrazione: A) 2h post-trattamento; B) 24h post-trattamento; C) 48h post-
frattamento. | dati sono espressi come media * SEM di almeno 5 animali per gruppo.* p< 0.05 verso il veicolo
(Student’s t-test).

Gida a due ore dalla fine del frattamento cronico (fig. 1A), il THC induce un
incremento significativo (25%) dei livelli di H3K9me3. Non si osservano invece
alterazioni ne dei livelli di H3KYme2 e H3K27me3 ne dei livelli di H3K?ac e
H3K14ac.

Ventiquattro ore dopo I'ultima somministrazione di THC (fig. 1B) € ancora
presente e aumenta d'intensita I'incremento significativo dei livelli di H3K9me3
(48%). E inolfre possibile osservare un aumento significativo sia dei livelli di
H3K9me2 (25%) che deilivelli diH3K14ac (26%). Per quanto riguarda la H3K27me3
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e I'H3K%ac, il trattamento cronico con THC in adolescenza non induce alterazioni

significative a questo intervallo di tempo.

Ventiquattro ore piu tardi, cioe 48 ore dopo la fine del trattamento cronico con
THC (figura 1C), tutte le modificazioni istoniche alterate a 24 ore si riportano a
controllo, anche se € possibile osservare un incremento di H3K?ac (33%), che

tuttavia non raggiunge la significativita statistica.

ADULTI
A scopo comparativo, lo stesso tipo di analisi € stato condofto in animali adulti
frattati cronicamente con THC. | risultati oftenuti hanno messo in evidenza un

quadro di modificazioni alquanto differente (fig. 2).

A B C

2 hours 24 hours 48 hours
175
150
125
100
75

175
150
125
100

75

Avrbitrary Units
Arbitrary Units
Arbitrary Units

Figura 2: effetto del trattamento cronico con dosi crescenti di THC (2.5 mg/Kg dal 1-3 giomo; 5 mg/kg dal
4-7 giorno; 10 mg/Kg dal 8-11 giorno) in ratti femmine adulti (75-85 PND) sulle modificazioni istoniche, a diverse
tempistiche dall’'ultima somministrazione: A) 2h post-frattamento; B) 24h post-trattamento; C) 48h post-
frattamento. | dati sono espressi come media * SEM di almeno 5 animali per gruppo.* p< 0.05 verso il veicolo

(Student's t-test).
A 2 ore dalla fine del trattamento (fig. 2A) negli animali esposti al THC si osserva
un incremento significativo dei livelli di H3K9me3 (25%), simile a quello presente
negli animali frattati durante il periodo adolescenziale; si puo inoltre osservare un
leggero incremento dei livelli di H3K27me3 che pero non risulta statisticamente
significativativo. Per quanto riguarda la H3K9me2, H3K%ac e H3Kl4ac, |l
trattamento cronico con THC in etd adulta non induce alcuna alterazione

significativa.

Al contrario di quanto osservato negli animali adolescenti, a 24 e 48 ore

dall’'ultima somministrazione (fig. 2B e 2C), I'esposizione cronica al THC negli
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animali adulti non induce alterazioni significative in nessuna delle modificazioni

istoniche studiate.

Questi dati, se paragonati a quelli ottenuti negli animali adolescenti,
suggeriscono che il tfrattamento cronico con THC, indipendentemente dalla
finestra temporale di esposizione, induce a livello della corteccia prefrontale un
incremento significativo dei livelli di H3K9me3, 2 ore dopo I'ultima iniezione di
THC. Tuttavia, mentre negli animali adolescenti le alterazioni si intensificano e
persistono fino a 24 ore dalla sospensione del trattamento, negli animali adulti
vengono riportate subito a controllo, suggerendo quindi che I'adolescenza
potrebbe rappresentare una finestra temporale particolarmente vulnerabile agli

effetti avversi del THC.
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STUDIO DEL PROFILO GENICO

ADOLESCENTI

Poiche € noto che le modificazioni istoniche si ripercuotono sui processi di
trascrizione genica, il passo successivo del presente progetto di tesi e stato quello
di valutare se il trattamento cronico con THC in adolescenza fosse in grado di
alterare I'espressione genica. Poiche il cervello adolescente e caratterizzato
dalla presenza di intensi processi di rimodellamento sinaptico in cui il sistema
endocannabinoide sembra giocare un ruolo fondamentale, abbiamo scelto di
indagare i liveli di messaggero di geni appartenenti al sistema
endocannabinoide e di geni strettamente coinvolti nei processi di plasticita

sinaptica.
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Figura 3: Effetti del frattamento cronico con dosi crescenti di THC in ratti femmine adolescenti (35-45 PND)
sui livelli di espressione di geni del sistema endocannabinoide e strettamente coinvolti nei processi di plasticita
sinaptica a livello della corteccia prefrontale prelevata da ratti adolescenti 2 ore dopo ['ultima
somministrazione di THC. Espressione valutata atfraverso RT-PCR. | dati sono espressi come media + SEM di 4

animali per gruppo. *p<0.05, *p<0.01 verso veicolo; (Student’s t-test, correzione di welch).
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In figura 3 sono mostrati i risultati oftenuti dagli studi condotti sui livelli di mRNA
nella corteccia prefrontale di rafti adolescenti, 2 ore dopo ['ultima
somministrazione di THC. Nonostante si osserva una tendenza generalizzata alla
dowregolazione, I'analisi statistica evidenzia la presenza di una riduzione
significativa solo della trascrizione del gene Crebpp, che codifica per la Creb

Binding Protein, e dell’ Early gene Arc.
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Figura 4: Effetti del frattamento cronico con dosi crescenti di THC in ratti femmine adolescenti (35-45 PND)

sui livelli di espressione di geni del sistema endocannabinoide e strettamente coinvolti nei processi di plasticita
sinaptica a livello della corteccia prefrontale prelevata da ratti adolescenti 24 ore dopo I'ultima
somministrazione di THC. Espressione valutata attraverso RT-PCR. | dati sono espressi come media + SEM di 4

animali per gruppo. *p<0.05 verso veicolo (Student’s t-test, correzione di welch).

Ventiquattro ore dopo I'ultima somministrazione di THC (fig. 4), I'analisi dei dati
mostra una downregolazione della trascrizione statisticamente significativa per
molti dei geni analizzati. Infatti, i trascritti di ben 17 geni su 37 risultano essere

downregolati rispetto agli animali confrollo. Piu precisamente risultano essere

significativamente downregolati (p<0.05) il gene Mgll appartenente al sistema
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endocannabinoide e diversi geni coinvolti nei processi di plasticita sinaptica, tra
cui geni che codificano per i recettori glutamatergici come Grial (che
codificano per la subunitd Al del recettore AMPA), Grin2a e Grin2b (che
codificano per le subunitda dei recettori NMDA), Grm 2 e 5 (che codificano peri
recettori metabotropici del glutammato); GABAergici come Gabbrl, Gabbr2 e
Gabra2 (che codifica per le subunita dei recettori per il GABA) e Gadl (che
codifica per la glutammato decarbossilasi cerebrale, enzima che sistetizza il
GABA) e geni che codificano per proteine direttamente coinvolte nei processi e
nelle pathway dirimodellamento sinaptico (Pdyn, Prkaca, Homerl, Pickl, Synpo,
Crebbp e Adcyl).
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Figura 5: Effetti del trattamento cronico con dosi crescenti di THC in ratfi femmine adolescenti (35-45 PND)
sui livelli di espressione di geni del sistema endocannabinoide e strettamente coinvolti nei processi di plasticitd
sinaptica a livello della corteccia prefrontale prelevata da ratti adolescenti 48 ore dopo I'ultima
somministrazione di THC. Espressione valutata atfraverso RT-PCR. | dati sono espressi come media + SEM di 4

animali per gruppo. *p<0.05 verso veicolo (Student’s t-test, correzione di welch).
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Quarantotto ore dopo I'ultima somministrazione di THC (fig. 5), al contrario di
quanto osservato nelle tempistiche precedenti, I'analisi dei dati mostra un’up-
regolazione statisticamente significativa dei messaggeri relativi a Gria2, Gabbrl,
Gadl, Sirtl.

Inoltre, tutti gli RNA messaggeri dei geni che mostravano una riduzione
significativa di espressione a 24 ore, raggiungono livelli di espressione simile a

quelli degli animali veicolo.

Complessivamente, i dati ottenuti indicano che I'esposizione adolescenziale al
THC induce un generale effetto di repressione dei geni coinvolti nei processi di
rimodellamento sinaptico. Questo effetto iniza a manifestarsi, seppur
lievemente, gid a due ore dalla sospensione del frattamento, ma diventa molto
piu profondo e diffuso a 24 ore dall’'ultima iniezione di THC. A 48 ore, invece,
questo profondo effetto di down-regolazione viene recuperato e per alcuni

trascritti si osserva addirittura la presenza di una significativa up-regolazione.
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ADOLESCENTI (PND 75)

Per valutare la persistenza delle alterazioni osservate, abbiomo condotto lo
studio del profilo genico al PND 75, quando gli animali raggiungono I'eta adulta
e si sviluppa il fenotipo simil depressivo-psicotico indotto dal trattamento

adolescenziale con THC.
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Figura 6: Effetti del trattamento cronico con dosi crescenti di THC in ratti femmine adolescenti (35-45 PND) sui
livelli di espressione di geni del sistema endocannabinoide e strettamente coinvolti nei processi di plasticita
sinaptica a livello della corteccia prefrontale prelevata a 75 PND. Espressione valutata attraverso RT-PCR. | dati
sono espressi come media + SEM di 7 animali per gruppo. *p<0.05 verso veicolo (Student’s t-test, correzione di

welch).

In figura 6 sono riportatiirisultati relativi agli studi condotti sui livelli di mMRNA nella
corteccia prefrontale di ratti adolescenti a 30 giorni (75 PND) dall’ultima
somministrazione di THC. In questo caso, I'analisi statistica indica che ben 8 geni
risultano essere significativamente alterati: i messaggeri di Grial, Gria2, Grm3,

Gabral, Abat, DIg4 e Nirk12 sono significativamente incrementati, mentre solo il
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messaggero del gene Reln, che codifica per la Reling, risulta essere fortemente

down-regolato (p<0.001).

Complessivamente questi dati indicano che i livelli di RNA messaggero dei geni
analizzati continuano a modularsi, probabilmente per controbilanciare lo
squilibrio indotto dal trattamento con THC, fino a portarsi a livello dei controlli al
raggiungimento dell’etd adulta dove, pero, permangono alcune alterazioni che

riguardano principalmente il sistema glutamatergico e la Relina.
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ADULTI

Dato che a 24 dalla fine del tfrattamento cronico con THC abbiamo osservato le
maggiori differenze a livello istonico tra I'esposizione adolescenziale e quella
adulta, abbiamo voluto verificare I'esistenza di una diversa suscettibilita al THC
anche allivello trascrizionale. Quindi, lo studio del profilo genico e stato condotto

anche in ratti femmine adulte trattate con THC, a 24 ore dall’ultima iniezione.
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Figura 7: Effetti del trattamento cronico con dosi crescenti di THC in ratti femmine adulti (75-85 PND) sui livelli

di espressione di geni del sistema endocannabinoide e strettamente coinvolti nei processi di plasticita sinaptica
a livello della corteccia prefrontale prelevata da ratti adolescenti 24 ore dopo I'ultima somministrazione di THC.
Espressione valutata attraverso RT-PCR. | dati sono espressi come media = SEM di 4 animali per gruppo. *p<0.05

verso veicolo (Student’s t-test, correzione di welch).

L'analisi stafistica mostra un profilo di espressione profondamente diverso da

quello oftenuto negli animali adolescenti (fig. 7)., infatti risultano essere
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significativamente ridotti solo i geni Ppara, Grm2, Pickl e Reln, mentre I'mRNA di

BDNF risulta essere significativamente aumentato.

Il quadro che emerge dalla comparazione dei profili di espressione genica
ottenuti negli animali adulti e adolescenti supporta l'ipotesi di un differente
impatto del trattamento cronico con THC nei due gruppi di animali. Appare
chiaro che il cervello adolescente subisce molte piu modifiche sia a carico dei
messaggeri del sistema endocannabinoide sia di quelli coinvolti nella plasticita
sinaptica rispetto al cervello adulto, confermando ancora una volta la maggior

vulnerabilita del cervello adolescente agli effetti del THC.
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ANALISI DEI LIVELLI PROTEICI DI SUV39H1

[ risultati fin qui oftenuti indicano che il principale evento epigenetico indotto dal
trattamento cronico con THC ¢ I'incremento dei livelli di H3K9me3. Dati presenti
in letteratura dimostrano che il principale enzima responsabile del frasferimento
del terzo gruppo metilico sul residuo di lisina 9 dell’istone H3 € la iston-lisina
metiltfransferasi SUV39H1. Abbiamo quindi deciso di valutare se I'esposizione

adolescenziale al THC fosse in grado di alterare i livelli di tale enzima.
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Figura 8: Effetti del trattamento cronico con dosi crescenti di THC in ratfi femmine adolescenti (35-45 PND)

sui livelli di espressione di Suv3%h1 a livello della corteccia prefrontale prelevata da ratfi adolescentia 2, 24 e
48 ore dopo l'ultima somministrazione di THC. | dati sono espressi come media £ SEM di almeno 5 animali per

gruppo.* p< 0.05 verso il veicolo (Student’s t-test).

Il frattamento cronico con THC in adolescenza induce, a livello della corteccia
prefrontale, un incremento significativo dei livelli di SUV39H1 a 2 ore dall’ultima
somministrazione. Tale incremento significativo € osservabile anche a 24 ore
dalla sospensione del frattamento, mentre a 48 ore i livelli di SUV39H1 siriportano

a conftrollo (fig. 8).

L'incremento nei livelli di SUV39H1 osservato a 2 e 24 ore dall’ultima iniezione di
THC, bensi correla con l'incremento di H3K9me3 osservato nei medesimi intervalli
di tfempo, nella corteccia prefrontale degli animali esposti al THC durante |l

periodo adolescenziale.

In conclusione i dati fin quiriportati, ci permettono di affermare che I'esposizione
cronica al THC induce modificazioni istoniche che risultano maggiori nel numero
e nell'intensitd quando il trattamento viene condotto durante il periodo

adolescenziale. Inoltre, i risultati oftenuti sembrano indicare che il principale

65



Risultati

effetfto epigenetico indotto dall’esposizione adolescenziale al THC é&
I'incremento della trimetilazione della lisina 9 sull’istone H3. Il passo successivo &
stato quindi, quello di cercare di comprendere se |'alterazione di questa
modificazione epigenetica fosse coinvolta nello sviluppo del fenotipo simil

depressivo-psicotico indotto dal frattamento cronico con THC in adolescenza.
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CO-TRATTAMENTO CON CHAETOCIN E ANALISI COMPORTAMENTALE

Per comprendere il ruolo svolto dall'incremento di H3K9me3 nello sviluppo del
fenotipo depressivo-psicotico indotto dall’esposizione adolescenziale al THC,
abbiomo deciso di co-trattare gli animali adolescenti esposti al THC con |l
farmaco epigenetico Chaetocin, un inibitore dell’enzima Suv39H1. Abbiamo
quindi fraftato gli animali dal 35 al 45 PND con Chaetocin, alla dose di 0.05

mg/Kg. una volta al giorno per via intraperitoneale (i.p.).

Al raggiungimento del PND 75, cioe 30 giorni dopo la fine del frattamento, gli
animali sono stati sottoposti ad una batteria di test comportamentali atti a
valutare I'effetto della somministrazione di Chaetocin sul fenotipo simil
depressivo-psicotico indotto dal THC. In particolare, sono stati condoftti test per

la valutazione del comportamento cognitivo, sociale ed emotivo degli animali.
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Figura 9: Effetti del co-frattamento cronico con Chaetocin (0.05mg/Kg) in ratti femmine adolescenti esposte
al THC (35-45 PND) sulla memoria di riconoscimento nel test di riconoscimento del nuovo oggetto. Le figure
riportano il tempo (espresso in secondi) speso dagli animali ad esplorare i due oggetti identici (oggetto
familiare: fam1 e fam2) durante la fase di familiarizzazione (A), il tempo speso ad esplorare I'oggetto familiare
(fam) e quello nuovo (new) durante la fase di test (B) e I'indice di discriminazione (ID) . | dati sono espressicome
media * SEM di almeno 5 animali per gruppo. *p<0.05, **p<0.01, **p<0.001 verso veicolo (ANOVA a due vie,

seguita dal test di Bonferroni).
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La figura 9 mostra gli effetti del tfrattamento con Chaetocin sul deficit della
memoria di riconoscimento indotto dall’esposizione adolescenziale con THC.
Nella fase di tfest tutti i gruppi testati spendono un tempo maggiore
nell’esplorazione del nuovo oggetto, ad eccezione degli animali trattati con
THC, indicando che sono in grado di distinguere I'oggetto nuovo da quello
familiare. Infatti, '’ANOVA a due vie mostra una riduzione significativa dell'indice
di discriminazione (DIl) indotfta dal trattamento con THC in adolescenza (Fi-
18=9.335, P=0.007); il co-tfrattamento con Chaetocin € in grado di riportare I'ID ai

valori controllo.
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Figura 10: Effetti del co-tfrattamento cronico con Chaetocin (0.05mg/Kg) in ratti femmine adolescenti
esposte al THC (35-45 PND) sui comportamenti sociali nel test di interazione sociale. La figura riporta il tempo
(espresso in secondi) speso dagli animali ad interagire. | dati sono espressi come media = SEM di almeno 5

animali per gruppo. **p<0.01 verso veicolo (ANOVA a due vie, seguita dal test di Bonferroni)

L'effetto del co-frattamento con Chaetocin sul test di interazione sociale &
mostrato in figura 10. In questo test solo il gruppo di animali pre-trattati con THC
presenta una riduzione significativa del comportamento sociale (F1-17=3.998,

p=0.007). Purtroppo, la Chaetocin alla dose somministrata sembra indurre di per

se una leggera, seppur non significativa, riduzione nel tempo speso in attivita

68



Risultati

sociali, impedendoci cosi di valutare un possibile recupero dell’effetto indotto
dal solo THC.
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Figura 11: Effetti del co-frattamento cronico con Chaetocin (0.05mg/Kg) in ratti femmine adolescenti

esposte al THC (35-45 PND) sul comportamentodi disperazione nella versione modificata del test del nuoto
forzato al PND 75 . | dati sono espressi come media = SEM di almeno 5 animali per gruppo. *p<0.05, *p<0.01,

***0<0.001 verso veicolo (ANOVA a due vie, seguita dal test di Bonferroni).

L'’ANOVA a due vie mostra un effetto significativo del frattamento con THC e del
co-trattamento con Chaetocin sia per il tempo speso in immobilita (THC: Fi.
15=4.02, p=0.05; THC+CHA: F1.15=6.197, p=0.0027) che per il tempo di huoto (THC:
F1.17=3.023, p=0.0461; THC+CHA: F1.17=5.344, p=0.0003) (fig 11). | dati ottenuti in
questo test sembrano indicare che, non solo il co-trattamento con Chaetocin
non & in grado di prevenire il comportamento di disperazione indotto

dall’esposizione adolescenziale al THC.

Riassumendo quindi, la somministrazione di Chaetocin durante il periodo di
esposizione adolescenziale al THC € in grado di prevenire i deficit cognitiviindoftti

dal THC, ma non € in grado di agire sulla sfera emotiva.
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DISCUSSIONE

Il consumo di Cannabis fra gli adolescenti & sempre piu diffuso ed il dibattito
politico a favore della sua legalizzazione ribadisce la necessita di comprendere
la relazione tra esposizione precoce alla Cannabis e successivo sviluppo di
patologie psichiatriche. Infatti, mentre gli studi epidemiologici sembrano
suggerire un'associazione tra esposizione adolescenziale alla Cannabis e
sviluppo di disturbi psichiatrici, i meccanismi molecolari alla base di questa

associazione rimangono ancora sconosciuti.

| dati riportati nella presente tesi dimostrano che I'esposizione adolescenziale al
THC, il principio psicoattivo della cannabis, altera il profilo trascrizionale di geni
coinvolti nei processi di plasticitd attraverso meccanismi epigenetici. Il principale
meccanismo attraverso cui il THC modula I'espressione genica e rappresentato
dall'incremento della trimetilazione della lisina 9 dell’istone H3, la quale risulta
essere specificatamente mediata dall’enzima Suv3%h1. L'importanza di questo
evento nello sviluppo del fenotipo presente negli animali adulti & confermato
dall’osservazione che il blocco farmacologico di questo enzima durante |l
trattamento con THC, nei ratti femmina adolescenti, previene lo sviluppo del

deficit cognitivo associato al fenotipo presente in etd adulta in questi animaili.

VALUTAZIONE DELLE MODIFICAZIONI ISTONICHE
Il primo scopo di questo progetto di tesi & stato quello di indagare se |l
trattamento cronico con THC in adolescenza fosse in grado di alterare le

modificazioni che avvengono a livello di alcuni residui di lisina dell'istone H3.

| dati qui riportati dimostrano che il trattamento cronico con THC in adolescenza
e in grado di alterare il normale rimodellamento della cromatina, inducendo
cambiamenti nelle modificazioni istoniche che avvengono a livello della
corteccia prefrontale. Queste alterazioni sono gia visibili subito dopo Ia
sospensione del frattamento (2 ore) dove si osserva un incremento dei livelli di
H3K9me3, che diventa perod piu intenso 24 ore dopo I'ultima somministrazione di
THC. A questo infervallo di tempo oltre ad osservare alterazioni dei marker
epigenetici associati a repressione frascrizionale (H3k9me2 e H3k9me3d), si

evidenziono anche modificazioni dei marker associati ad attivazione
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trascrizionale (H3K14Ac). Tutte queste alterazioni risultano essere transienti
perché non piu presenti a 48 ore dalla sospensione del trattamento. Tuttavia, a
questa stessa tempistica, si puo osservare come la perdita dell'incremento di
metilazione sul residuo di lisina 9 sia accompagnata da un incremento nei suoi
livelli di acetilazione (33%), variazione che pero non raggiunge la significativita

statistica.

Il nostro risulta essere il primo studio che si € occupato di indagare gli effetti del
trattamento cronico con THC in adolescenza sulle diverse modificazioniistoniche
che avvengono a livello della PFC. Possiamo quindi ipotizzare che le alterazioni
epigenetiche osservate possono contribuire allo sviluppo delle alterazioni
comportamentali indotte dall’esposizione adolescenziale al THC nel nostro

modello.

Infatti, lavori precedentemente pubblicati dal nostro gruppo di ricerca hanno
evidenziato che la somministrazione cronica di THC in ratti femmine adolescenti
induce cambiamenti neurobiologici a lungo termine. In particolare, il THC in
adolescenza provoca la comparsa di segni comportamentali simil-depressivi e
simil-psicotici in etd adulta. Piu specificatamente sono presenti un’aumentata
immobilita nel test del nuoto forzato, una diminuita preferenza al saccarosio
(indice di anedonia), deficit nella memoria spaziale di lavoro e di
riconoscimento, riduzione del comportamento sociale e sensitizzazione
all'iperattivita indotta dalla somministrazione acuta di PCP in etd adulta (Realini
et al., 2011, Rubino et al., 2009; Zamberletti et al., 2013).

Questo complesso fenotipo si associa ad alterazioni profonde a carico dello
sviluppo della corteccia prefrontale (Zamberletti et al., 2013; Rubino et al., 2014).
Infatti, I'esposizione al THC in adolescenza altera la corretta maturazione del
sistema endocannabinoide in quest'area cerebrale e questo evento sembra
ripercuotersi negativamente sulla maturazione di altri sistemi neurotrasmettitoriali
quali quello glutammatergico e GABAergico, conferendo cosi una maggiore

vulnerabilitd allo sviluppo di sintomi depressivi/psicotici in etd adulta.

La letteratura concernente gli effetti dell’esposizone ai cannabinoidi sui
meccanismi epigenetici € molto scarsa, in quanto questo rappresenta un

campo ancora poco esplorato. Nel 2012, Tomasiewicz e collaboratori hanno
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dimostrato che I'esposizione adolescenziale al THC, in ratti maschi, altera i livelli
di dimetilazione e trimetilazione della lisina 9 sull'istone H3, nel Nucleus
Accumbens, a livello dei promotori del gene Penk, gene che codifica per un
neuropeptide oppioide, la proenchefalina. PiU precisamente, a 24 ore
dall’ultima somministrazione di THC, i livelli di H3K9me2 sono significativamente
ridotti in due siti della regione promotore di Penk. Non si osservano alterazione
significative dei livelli di H3K9me3, anche se e presente una tendenza
alllincremento sempre negli stessi promotori in cui la dimetilazione & ridotta. Nel
nostro studio I'esposizione adolescenziale al THC altrera il livelli di metilazione
dell’'H3K9. Infatti, i nostri risultati indicano che a 2 ore dall’ ultima iniezione di THC
i livelli di H3K9me3 aumentano in modo significativo, e tale incremento permane
anche a 24 ore. Quindi i nostri dati si aggiungono a quelli presenti in letteratura

e ampliano il quadro delle alterazioni indotte a livello epigenetico dal THC.

Nel loro insieme questi risultati sembrano suggerire che uno dei principali target
istonici del trattamento cronico con THC in adolescenza sia I'incremento
dell’'H3K9me3. Questa ipotesi € supportata dal lavoro pubblicato da Aguado e
collaboratori (2007), i quali dimostrano che gli agonisti dei recettori cannabinoidi
sono in grado di aumentare il numero di cellule H3KYme3-positive in un modello
di glioma. In aggiunta, in un recente studio condotto per comprendere gli effetti
del THC durante unarisposta immunitaria, si dimostra ancora una volta che il THC
altera le modificazioni istoniche ed in modo particolare la H3KYme3 (Yang et al.,
2014). Tutti questi dati, sebbene oftenuti da modelli molto differenti tra di loro
suggeriscono che, indipendentemente dal modello utilizzato, il THC manifesta la
sua azione a livello epigenetico attraverso la modulazione del marker

repressionale H3K?me3.

Per quanto riguarda I'incremento di acetilazione della lisina 14 osservato a 24
ore dalla fine del tfrattamento, la nostra ipotesi € che questo evento rappresenti
un meccanismo innescato dall’organismo per neutralizzare la repressione
genica indofta dal THC. Questa ipotesi potrebbe essere ulteriormente
avvalorata dall’osservazione che 48 ore dopo I'ultima somministrazione di THC
viene a perdersi la significativitad dell'incremento relativo alla metilazione
del’H3K? (sia di- che tri-metilazione), menitre si osserva in incremento

dell’acetilazione dell'H3K9?(33%, non significativamente significativo).
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Una simile ipotesi di meccanismi alterati € stata proposta per la cocaina. Infaftti,
in seguito all’esposizione alla cocaina si osserva un rapido incremento
dell’acetilazione degli istoni H3 e H4 (marker di attivazione trascrizionale) nello
striato, ma allo stesso tempo, tale esposizione induce un incremento dei livelli
globali di trimetilazione dell’'H3K?. Si € inoltre osservato che I'inibizione della iston
metiltransferasi G9a comporta una riduzione dei livelli di H3K9me3, potenziando
la risposta alla cocaina e suggerendo che, in questo caso, I'ncremento di
H3K9me3 ¢ il risultato di un meccanismo compensatorio messo in atto per
confrobilanciare gli effetti negativi dell’iperacetilazione istonica (Maze et al.,
2010). E' quindi possibile ipotizzare che le sostanze di abuso inducano specifiche
alterazioni epigenetiche e che a loro volta queste alterazioni inneschino
meccanismi di compensazione. Tuttavia, se cid accade in un periodo
estremamente delicato come I'adolescenza, in cui le reti cerebrali non sono
ancora completamente mature, questo potrebbe risultare in una deviazione
della normale traettoria di sviluppo. Questa deviazione porterebbe ad
alterazioni dell’espressione genica inducendo modifiche cerebrali durature e

contribuendo cosi allo sviluppo di patologie psichiatriche.

Riassumento, il trattamento cronico con THC in adolescenza e in grado alterare
le modificazioniistoniche. Le alterazioni osservate subito dopo la sospensione del
frattamento potrebbero essere importanti per l'instaurarsi dei fenomeni di
tolleranza, mentre gli eventi presenti a 48 ore dall'ultima somministrazione
potfrebbero essere pivu legati alla sindrome astinenziale e/o allo sviluppo di
processi maladattativi responsabili dell'insorgenza del fenotipo da noi descritto.
Infatti, data I'importanza giocata dai meccanismi epigenetici nell’eziopatologia
dei disturbi psichiatrici € possibile che queste alterazioni possano anche
contribuire, almeno in parte, allo sviluppo del fenotipo simil depressivo-psicotico

indotto dall’esposizione adolescenziale al THC.

Poiche il fenotipo simil-depressivo si sviluppa solo in seguito all'esposizione
adolescenziale al THC, e non a quella adulta, se gli eventi qui discussi sono
davvero importanti per lo sviluppo di tale fenotipo, non dovrebbero essere
presenti dopo il tfrattamento cronico con THC in etd adulta. Lo studio delle
modificazioni istoniche presenti dopo frattamento con THC in etd adulta mostra

che, a 2 ore dalla fine del trattamento, si osserva un incremento significativo
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dell’H3K9me3, come quello osservato in seguito all’esposizione adolescenziale.
Al contrario, in tutte le tempistiche successive (24 e 48 ore) non e stata riscontfrata
nessuna alterazione significativa. Questi risultati confermano ancora una volta
che, probabilmente, la H3K9me3 e una delle principali modificazioni istoniche
compromesse dall’esposizione cronica al THC e sembra suggerire che questa
potrebbe essere legata al fenomeno della tolleranza. L'incremento di H3K14ac
sembra essere specificatamente legato all’esposizione adolescenziale ed in
particolare, i meccanismi compensatori sembrano essere pivu intensi in
adolescenza. Quindirisulta di fondamentale importanza il periodo di esposizione
ai cannabinoidi: I'adolescenza, infatti, sembra essere una finestra temporale
particolarmente sensibile agli effetti avversi del THC, avvalorando I'ipotesi che il
cervello adolescente sembra essere piu sensibile agli effetti deleteri delle droghe
(Paus et al, 2008).

STUDIO DEL PROFILO GENICO

Poiche abbiamo dimostrato che il frattamento cronico con THC in adolescenza
altera le modificazioni istoniche e dato che le tali modificazioni si rifletftono a
livello trascrizionale, il passo successivo e stato quello diindagare se I'esposizione
adolescenziale al THC fosse in grado diindurre anche alterazioni dell’espressione
genica.

Essendo ormai noto che I'evento biologico che caratterizza il cervello
adolescente e l'intenso rimodellamento cerebrale e che il sistema
endocannabinoide sembra avere un ruolo importante nella regolazione di
questo fenomeno, abbiamo investigato, tramite saggi di Realtime PCR, il profilo
di espressione sia di geni appartenenti o strettamente correlati al sistema

endocannabinoide che di geni coinvolti nei processi di plasticitd neuronale.

| risultati ottenuti dall’analisi dei trascritti mostrano un quadro di generale
downregolazione indotto dal trattamento adolescenziale con THC. Questo
effetto si manifesta gid a due ore dalla fine del trattamento e diventa piu intenso

e ampio a 24 ore, dove 17 trascritti su 37 sono significativamente ridotti.

Attualmente, in letteratura, ci sono pochi studi riguardanti le possibili

modificazioni dei profili di espressione genica indotte da trattamenti cronici con
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composti cannabici. | pochi lavori presenti sono sempre relativi all’effetto del
trattamento con THC, ma su aree diverse dalla corteccia prefrontale, come |l
cervelletto (Colombo et al., 2009), I'amigdala (Le Merrier et al., 2010), o il
proencefalo (Parmentier-Batteur et al., 2002). Il nostro studio quindi risulta essere
uno fra i primi lavori che cercano di analizzare I'effetto del tfrattamento cronico
con THC sulla frascrizione genica nella corteccia prefrontale, prendendo in
considerazione un pattern di geni coinvolti in modo specifico nei processi di

plasticita sinaptica.

| geni che sono significativamente downregolati a 2 ore dalla fine del
trattamento cronico con THC in adolescenza sono Arc e Crebbp. Arc
appartiene alla classe degli Effector Immediate Early Genes. E un indice di
attivitd neuronale in quanto svolge un ruolo importante nella plasticitd sinaptica
attivita-dipendente. Crebbp codifica per la CRE binding protein (CBP), una
proteina che silegain modo specifico a CREB (CAMP-response element-binding

protein) fosforilato ed &€ dotata di attivitd iston-acetiltransferasica.

Tra i geni rilevanti per la plasticita la cui espressione € downregolata a 24 ore,
troviamo geni appartenenti al sistema neutrotrasmettitoriale glutammatergico,
come Grin2a e Grin2b (che codificano per le subunitd 2A e 2B dei recettori
NMDA), Grial (che codifica per le subunita Al dei recettori AMPA) e Grm2 e 5
(che codificano per i recettori metabotropici del glutammato); GABArergico,
come Gabbrl, Gabbr2 e Gabra2 (che codificano per le subunitd del recettore
GABA), Gadl (che codifica per la glutammato decarbossilasi, enzima che
sistetizza il GABA) e geni che codificano per proteine direttamente coinvolte nei
processi € nelle pathway di rimodellamento sinaptico (Pdyn, Prkaca, Homerl,
Pickl, Synpo, Crebbp e Adcyl).

Il recettore CBI1 inibisce la via del cAMP. L'intensa stimolazione inseguito al
trattamento cronico con THC puo essere responsabile riduzione dei trascritti del
gene Prkaca, che codifica per la subunitd catalitica della proteina chinasi

cAMP-dipendente (PKA), e del gene Adcy, che codifica per|’adenilato ciclasil.

In aggiunta, 9 geni che codificano per i sistemi glutamatergico e GABAergico
risulfano essere significativamente downregolati. Il sistema endocannabinoide

svolge un ruolo chiave nella regolazione dell’equilibrio fra sistema
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glutamatergico e GABAergico (Marsicano et al.,, 2003; Katona and Freund,
2008). E quindi plausibile che I'esposizione adolescenziale al THC, alterando la
steady state delle modificazioni istoniche che avvengono fisiologicamente nel
cervello adolescente, possa indurre alterazioni dei processi trascrizionali dei quei
geni appartenenti ai sistemi neurotrasmettitoriali fortemente controllati dal

sistema endocannabinoide, quali quello glutamatergico e GABAergico.

Un’altro gene che risulta essere fortemente downregolato a 24 ore dalla fine del
trattamento e Pickl. Pickl codifica per I'omonima proteina PICK1 (protein
inferacting with C kinase) che interagisce con diverse proteine. Tra i suoi
interattori troviomo i recettori glutamatergici. Infatti, Pickl regola il trafficking
della subunita GluA2 del recettore AMPA e influenza, cosi, I'attivita delle sinapsi
eccitatorie (Dev & Henley, 2006). In alcune patologiche e psichiatriche, la
regolazione di alcuni bersagli di Pickl fra cui tra cui la subunitad GIuA2 del
recettore AMPA, il frasportatore della dopamina (DAT) e la serina racemasi (SR)
risulta modificata, percid € probabile che le alterazioni di Pickl possano
partecipare allo sviluppo di disordini neurologici e psichiatrici (Dev & Henley,
2006).

Questo forte e generale effetto di downregolazione osservato fino a 24 ore dalla
fine del trattamento, a fronte delle alterazioni osservate a livello istonico,
potrebbe essere giustificato dall'incremento di di- e tri-metilazione della lisina 9

dell’istone H3 osservato fra le 2 e le 24 ore dopo I'ultima iniezione.

A 48 ore dall'ultima iniezione di THC, il quadro appare ben diverso. | livelli di tutti
i messaggeri vengono riportati a controllo, mentre ilivelli di mRNA di Gria2, Grm2,
Gabbrl, Gadl e Sirt1 risultano essere significativamente aumentati. La nostra
ipotesi € che in seguito al grosso effetto di repressione genica indotto dal
trattamento cronico con THC, il cervello adolescente risponda innescando un
meccanismo atto a coftrobilanciare la downregolazione osservata, quindi
aumentando inizialmente I'acetilazione dell’'H3K14 e poi I'acetilazione della K9,
responsabili dell'incrementata attivitd trascrizionale che si osserva tra le 24 e 48

ore dopo I'ultimo THC.

Per valutare se negli animali pre-esposti al THC durante il periodo adolescenziale

le alterazioni a carico dei livelli di messaggero fossero stabili o fransienti, lo stesso
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pannello di andlisi € stato condotto a 30 (PND 75) giorni dopo I'ultima iniezione
di THC, guando il fenotipo simil depressivo-psicotico € presente. | risultati ottenuti
dai saggi di RealTime condotti al PND 75 indicano che a questa tempistica 8 geni
risultano essere significativamente alterati. Tra questi vi sono i messaggeri di
Grial, Gria2, Grm3, Gabral, Abat, Dig4 e Ntrk12 che sono significativamente
incrementati, mentre solo il messaggero del gene Reln, che codifica per la
Relina, risulta essere fortemente down-regolato. E probabile che la maggior
parte degli eventi innescati dal trattamento cronico con THC in adolescenza
vengano recuperatfi al raggiungimento dell’eta adulta, fuorche i livelli
trascrizionali di alcuni geni, tra cui Grial e Reln, che sono particolarmente

interessanti per il fenotipo mostrato da questi animali.

Grial codifica per la subunitd GIuA1 dei recettori ionotropici del glutammato
(AMPA). La maggior parte dei recettori AMPA presenti a livello cerebrale sono
dimeri che contengono le subunita Al e A2. Un incremento di subunita AT non
accompagnato da quello di A2 fa ipotizzare un aumento di recettori AMPA
contenenti la sola subunita Al. Questi recettori hanno la caratteristica di essere
permeabili al calcio. | recettori AMPA permeabili al calcio sono espressi a livello
neuronale e il loro numero sembra upregolato nei pazienti schizofrenici
(Eastwood et al., 1995; Beneyto & Meador-Woodruff, 2006) e in altri disordini
psichiatrici, come la dipendenza da droghe (Bellone & Luscher, 2006; Conrad et
al., 2008; Van den Oever et al., 2008). In linea con questi studi, recenti risultati
ottenuti dal nel nostro gruppo diricerca dimostrano, negli animali adulti trattati
con THC in adolescenza, un aumento dei livelli della subunita del recettore
AMPA GIuAT nella PFC (Rubino et al ., 2014).

La relina € una proteina espressa e rilasciata principalmente dagli interneuroni
corticali e ippocampali GABAergici (Rodriguez et al., 2000). Recenti studi hanno
dimostrato che questa proteina conftribuisce alla formazione delle sinapsi
agendo come modulatore della frasmissione sinaptica, regolando I'ingresso di
calcio aftraverso i recettori NMDA (Beffert et al., 2005; Chen et al., 2005; Ventruti
et al., 2011). Inoltre, sembra giocare un ruolo importante nell’assemblaggio dei
recettori NMDA (Groc et al., 2007). Durante lo sviluppo postnatale del sistema
nervoso centrale, la maturazione delle sinapsi partecipa al perfezionamento

delle reti neuronali immature. Inoltre, la plasticitd sinaptica tipica dell’adulto &
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spesso associata con la maturazione delle sinapsi glutamatergiche e questo
comporta l'assunzione e/o la stabilizzazione dei recettori ionotropici del
glutammato (Garner et al, 2002;.. Groc et al, 2006a). | recettori NMDA (NMDARs)
sono recettori eteromerici composti dalla subunitd NR1 in combinazione con la
subunita NR2 (NR2A-NR2D) o NR3. Il pattern di espressione delle diverse subunita
NR2 dipende dalla regione cerebrale e dallo stadio di sviluppo. Si € infatti
osservato che la maggior parte delle sinapsi eccitatorie nelle fasi iniziali di
sviluppo sono ricche di recettori NMDA contenenti la subunitd 2B, ma
gradualmente vengono sostituiti e/o integrati da quelli contenenti la subunita 2A
(Monyer et al, 1994; Sheng et al, 1994; Shi et al, 1997; Kew et al, 1998; Li et al,
1998). E' stato dimostrato che la relina regola la composizione delle subunitd dei
recettori NMDA e controlla il trasporto in superficie della subunita 2B. Infatti, a
livello delle sinapsi attive vi € una ridotta partecipazione del recettore NR1/NR2B
alle correnti NMDA-mediate in concomitanza con I'accumulo direlina. Inoltre, si
e osservato che I'inibizione della relina riduce la mobilita dei recettori NMDA-28B,
ma aumenta il loro tempo di permanenza nella sinapsi (Groc et al, 2007). E
interessante notare che nel nostro modello, al PND 75, in concomitanza con la
riduzione significativa dell’mRNA della relina abbiamo osservato un incremento
significativo nei livelli della subunitd 2B del recettore NMDA (Rubino et al., 2014).
E quindi possibile che le alterazioni della relina possano essere in parte
responsabili dell’anomala trasmissione glutamatergica, la quale sembra avere
un ruolo chiave nei disturbi neuropsichiatrici come la schizofrenia (Mohn et al,
1999;. Tsai e Coyle, 2002; Fatemi, 2005). A supporto di cio, diversi studi
suggeriscono il coinvolgimento della relina nella eziopatologia della schizofrenia.
In linea con questa ipotesi, € stato dimostrato che a livello della corteccia
prefrontale di pazienti schizofrenici vi sono ridofti livelli del suo messaggero
(Eastwood and Harrison, 2006; Giudotti et al., 2000). In accordo con questa
osservazione, anche noi riscontriamo una forte downregolazione dei livelli

del’mRNA della relina negli animali adulti pre-trattati con THC.

In generale, la presenza di queste alterazioni trascrizionali in eta adulta, in
concomitanza con l'insorgenza del fenotipo simil depressivo-psicotico,
suggerisce fortemente una loro correlazione con lo sviluppo delle alterazioni

comportamentali osservate in questi animali.
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Ancora una volta, il quadro di alterazioni & profondamente diverso quando il
trattamento con THC viene condotto in etd adulta. Infatti, in questi animali non
e possibile osservare il marcato effetto di downregolazione invece presente a 24
ore dall'ultima iniezione di THC negli animali adolescenti. Infatti, negli animali
trattati durante I'etd adulta, solo i messaggeri di 5 geni risultano essere
significativamente ridotti: Ppara, Grm2, Pickl e Reln, mentre solo I'espressione
del gene che codifica per Bdnf risulta essere significativamente incrementato
rispetto agli animali controllo. Risulta quindi evidente che I'esposizione al THC in
etd adulta non sia in grado di indurre modificazioni dei trascritti cosi profonde
come quelle osservate in seguito al trattamento in adolescenza. Un dato
interessante, osservato solo negli animali trattati in etd adulta, € I'upregolazione
di BDNF. BDNF (brain-derived neurotrophic factor) € una neurotrofina in grado di
regolare lo sviluppo neuronale e la plasticita sinaptica (Huang & Reichardt, 2001)
ed e ampiamente espresso nel cervello (Lessmann et al.,, 2003). Un'up-
regolazione dell’espressione di BDNF e stata osservata in associazione a diverse
droghe d'abuso, come amfetamina (Meredith, et al., 2002), morfina (Numan, et
al., 1998) e cocaina (Grimm et al., 2003). Alla luce di questi risultati Butovsky e
collaboratori (Butovsky, et al., 2005) hanno trattato ratti adulti (12-15 settimane)
del ceppo Sprague-Dawley per 7 giorni con iniezioni ip di A9-THC (1,5 mg/Kg) e
hanno poi eseguito saggi di RealTime-PCR in diverse aree cerebrali (NAc, VTA,
BLA, mPFC, PVN, ippocampo e striato dorsale). | risultati ottenuti dimostrano che
il trattamento cronico con THC induce un significativo aumento di espressione di
BDNF nel NAc e in aree implicate nel circuito della gratificazione, come la mPFC
e la VTA. Gli autori suggeriscono che la somministrazione di THC possa influenzare
I'espressione di BDNF afttraverso I'attivazione di ERK (extracellular signal-
regulated kinase), dal momento che ERK fosforilata regola geni contenenti nel
promotore I'elemento CRE, come BDNF. | nostri dati sembrano quindi essere in
linea con quanto riportato da Butovsky. E da notare, perd, che questo aumento

si osserva solo quando il frattamento & eseguito nei ratti adulti.

Un gene che risulta essere invece fortemente downregolato sia nei ratti adulti
che adolescenti dopo 24 ore dalla fine del trattamento & Pick1. E quindi possibile
che Pickl1 sia un bersaglio che viene downregolato dal frattamento cronico con

THC indipendentemente dal periodo di esposizione. E' importante perd notare
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by

che mentre negli adolescenti la riduzione del messaggero di Pickl &
accompagnata da una riduzione dei trascritti relativi a diverse subunita dei
recettori per il glutammato, negli adulti questo non accade. Una possibile
spiegazione potrebbe risiedere nella presenza nel cervello adolescente diintensi
fenomeni di rimodellamento, che non sono invece cosi consistenti nel cervello
adulto. Questo potrebbero rendere le alterazioni di Pickl particolarmente
significative durante il periodo adolescenziale, in quanto rappresenta un
elemento chiave nei processi di plasticita sinaptica. Lo stessa ipotesi potrebbe
essere estesa anche per le osservazioni sulla relina. Studi futuri verranno allestiti
per comprendere se effettivamente le alterazioni osservate tra gli animali
adolescenti ed adulti, a fronte di un diverso fenotipo sviluppato a lungo termine,
siano determinate anche da una differente capacitd di recuperare in modo

corretto le alterazioni indotte dal THC.

In conclusione, considerando I'elevato numero di geni implicati nella plasticita
sinaptica che risultano significativamente diminuiti dal frattamento con THC in
adolescenza (17 geni su 37), ma non in etd adulta (5 geni su 37), possiamo dire
che il periodo di esposizione al THC risulta fondamentale nel determinare gli
effetti del trattamento sulla frascrizione. | dati suggeriscono che I'abuso di
cannabis in questa particolare finestra temporale ha ripercussioni sia sulla
trascrizione di geni correlati al sistema endocannabinoide sia coivolti nei processi
di platicita sinaptica. Inoltre, a fronte di una cosi forte e generale
downregolazione osservata in seguito al frattamento cronico in adolescenza e
lecito ipotizzare che vi sia il coinvolgimento di qualche fattore trascrizionale |l
quale, agendo a monte dei processi di frascrizione ed essendo alterato dal
trattamento stesso, sia in grado di modulare I'espressione di un set cosi ampio di
geni. Ulteriori indagini verranno quindi finalizzate alla ricerca di tale o tali fattori

coinvolti.

Riassumendo, i risultati ottenuti indicano che il frattamento cronico con THC in
adolescenza induce una intensa downregolazione di geni che codificano per il
sistema endocannabinoide e di geni coinvolti nei processi di rimodellamento
sinaptico. Tale effetto non & presente quando il frattamento viene condotto in
etd adulta sottolinenando, ancora una volta, la vulnerabilitd del periodo

adolescenziale agli effetti avversi del THC. A tale fenomeno di downregolazione,
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riscontrato fino a 24 ore dall’interruzione del trattamento, segue un incremento
dei processi trascrizionali, evento messo in atto dall’organismo probabilmente
per controbilanciare la forte repressione indotta dal frattamento stesso.
L'incremento di frascrizione potrebbe essere associato ad un aumento dei livelli
di acetilazione dell'istone H3 da noi evidenziato dopo 24 ore dalla fine del
trattamento. Queste modificazioni si modulano fino al raggiungimento dell’eta
adulta, dove permangono alterati pochi, ma significativi geni tra cui Grial e
Reln. Questo quadro potrebbe essere quindi alla base dello sviluppo del fenotipo

simil depressivo e simil psicotico rilevato negli animali adulti pretrattati con THC.

ANALISI DEI LIVELLI PROTEICI DI SUV39H1

| nostri dati indicano che il principale evento epigenetico indotto
dall’esposizione cronica al THC & un incremento dei livelli di H3K9me3, quindi il
passo successivo € stato quello di valutare I'espressione dei principali enzimi
responsabili della metilazione dell’H3K?, in seguito al frattamento adolescenziale
con THC.

[ risultati otftenuti mostrano che 2 e 24 ore dopo I'ultima iniezione di THC, a livello
della corteccia prefrontale, aumentano significativamente i livelli di Suv3%?hl,
mentre non si riscontrano alterazioni dei livelli di G9a (dati non mostrati) un'altro

enzima responsabile della metilazione della K9 sull’istone H3.

In letteratura diversi lavori dimostrano che i cambiamenti a lungo termine indotfi
dalle droge sulla trascrizione genica e sull’attivitd neuronale spesso coinvolgono
la metilazione dell’H3K? e degli enzimi che catalizzano questa modificazione.
Infatti, un lavoro pubblicato da Maze e collaboratori dimostra che il frattamento
cronico con cocaina induce una riduzione della metilazione dell’H3K? nel
nucleus accumbens accompagnato in parallelo da una riduzione dell’enzima
G9a (2010). Quando questa riduzione viene bloccata, il trattamento cronico con
cocaina non induce né le alterazioni comportamentali né i cambiamenti
morfologici. Una simile riduzione dei livelli di G9a, ma accompagnata anche
dalla riduzione dei livelli di Suv3%hle HDACI-3 si osserva anche dopo
I'esposizione cronica all’etanolo. Infine, & stato dimostrato che anche

I'esposizione cronica alle amfetamine induce un incremento significativo dei
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livelli di metilazione della H3K? cosi come dei livelli di SUV39H1 (Renthal et al.
2008).

COTRATTAMENTO CON CHAETOCIN E ANALISI COMPORTAMENTALE
| dati ottenuti suggeriscono che I'incremento di frimetilazione dell’H3K? osservato
dopo il trattamento adolescenziale con THC a 2 e 24 ore sia dovuto

all'incremento dell’enzima Suv3%hl.

Data I'importanza della modificazione istonica repressiva H3K9me3, la quale &
implicata in diversi disturbi neurologici e psichiatrici come I'atassia di Friedreich,
il morbo di Huntington e la dipendenza da droghe, I'ultimo obiettivo di questa
tesi & stato quello di comprendere il ruolo svolto dall'incremento di H3K9me3
nello sviluppo del fenotipo simil depressivo-psicotico indotto dall’esposizione
adolescenziale al THC. A tale scopo abbiamo co-trattato gli animali adolescenti
esposti al THC con il farmaco epigenetico Chaetocin, un inibitore dell’enzima
Suv39HT1 (Greiner D et al., 20095).

Non € la prima volta che un farmaco epigenetico viene utilizzato per recuperare
le alterazioni comportamentali presenti in modelli animali di patologie

psichiatriche.

Infatti, grazie alle nuove conoscenze acquisite, oggi sappiamo che alla base di
una grande varietd di malattie e psichiatriche € presente una profonda
disregolazione dell'espressione genica. Da qui nasce I'importanza di utilizzare i
farmaci epigenetici per ripristinare i pattern di espressione genica e la funzione
neuronale. In letteratura esistono numerosi studi che si sono occupati di
investigare, in diversi modelli animali, gli effetti dei farmaci epigenetici sulla
modulazione delle alterazioni comportamentali: Tsankova e collaboratori furono
i primi a chiarire il possibile meccanismo d'azione epigenetico per gli effetti anti-
depressivi dell'imipramina (Tsankova et al., 2006). Successivamente fu scoperto
che anche dli inibitori selettivi delle HDAC |, come I'MS-275, hanno effetti
antidepressivi (Covington et al., 2009). Infatti, la somministrazione di MS-275
reverte gli effettiindotti dal modello di stress cronico di sconfitta sociale sui livelli
globali di espressione genica, in modo del tutto paragonabile ai classici

antfidepressivi come la fluoxetina.
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In aggiunta e stato dimostrato che oltre agli inibitori delle iston-deacetilasi,
anche gli inibitori della metilazione del DNA hanno un effetto antidepressivo. La
somministrazione sistemica e/o intraippocampale di 5-azaD o 5-azaC riduce |l
tempo speso in immobilita nel test del nuoto forzato e nel test di sospensione
(Sales et al., 2011).

Ad oggi perd non esistono dati sull’utilizzo della Chaetocin come farmaco per il
trattamento dei disturbi psichiatrici, quindi il nostro risulta essere il primo studio
che prende in considerazione questo aspetto. | test comportamentali condotti
al PND 75, time-point in cui gli animali raggiungono I'eta adulta e si sviluppa il
fenotipo simil depressivo-psicotico, hanno dimostrato che il cotrattamento con
Chaetocin € in grado di prevenire i deficit cognitivi indofti dall’esposizione
adolescenziale al THC, ma non quelli della sfera emotiva. Si potrebbe pertanto
suggerire che la presenza delincremento di H3K9me3 nella corteccia
prefrontale potrebbe partecipare allo sviluppo dei soli deficit cognitivi presenti
nei nostri ratti adulti esposti al THC in adolescenza. Resta ancora da chiarire quali

siano i meccanismi alla base dello sviluppo dei deficit della sfera emotiva.

In conclusione, i nostri risultati indicano che l'esposizione adolescenziale al THC
agisce a livello epigenetico inducendo alterazioni delle modificazioni istoniche.
In questo modo, gli effetti epigenetici dell’esposizione adolescenziale al THC si
ripercuotono a livello trascrizionale inducendo alterazioni a breve e/o a lungo
termine in specifici geni coinvolti nei processi di plasticitd sinaptica. Eimportante
notare che gli effetti osservati sia a livello istonico che trascrizionale sembrano
essere eta-dipendenti, indicando una maggiore vulnerabilitd del cervello
adolescente agli effetti avversi del THC. | nostri risultati depongono a favore del
coinvolgimento della trimetilazione della lisina 9 sull’istone H3 nello sviluppo delle
almeno alcune alterazioni comportamentali osservate negli animali adulti pre-
esposti al THC. Infatti, la somministrazione di un inibitore dell’enzima Suv3%hl
durante |'esposizione adolescenziale al THC previene la comparsa dei deficit

cognitivi osservati in eta adulta.

Ulteriori studi saranno necessari per ricercare quali meccanismi epigenetici
possano essere coinvolti nello sviluppo dei deficit della sfera emotiva indotti

dall’esposizione adolescenziale al THC.
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