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INTRODUZIONE

Definizione del dolore
Attualmente nessuna definizione di dolore risutteergtificamente completa e le varie definizioni
date dai vari enti internazionali preposti allaetatdella salute spesso sono molto dissimili.
Mc Caffrey nel 1980 affermd che “il dolore € in geale qualunque cosa il paziente dice che esso
sia ed esiste quando il paziente dice che esigtesto per sottolineare il fatto di come il pazent
sia I'unico conoscitore veramente esperto del poagolore.
Ad oggi, comunque, & pressoché universalmente tatzda definizione data dalla International
Association for the Study of Pain (IASP) secondquale, il dolore eun’esperienza sensoriale ed
emozionale spiacevole associata a danno tissutalajto o potenziale, o descritta in termini di
danno”(Merskey H 1979; Merskey & Bogduk 1994).
Il dolore non puo essere descritto esclusivameoteecun fenomeno sensoriale, bensi deve essere
visto come la risultante 1) di una parte percet{akfinita nociceziong che costituisce I'aspetto
neurobiologico del dolore, e prevede la modalitésedale che permette la ricezione ed il trasporto
al sistema nervoso centrale di stimoli potenzialk@desivi per I'organismo, e 2) di una parte
esperienziale (quindi del tutto privata, la vergrepria esperienza del dolore), che e lo stato
psichico collegato alla percezione di una sensazgmiacevole. Nell'uomo I'esperienza del dolore
e percio determinata anche dalla dimensione aféetti cognitiva, dalle esperienze passate, dalla
struttura psichica e da fattori socioculturali.
Il dolore rappresenta spesso una funzione utild’@ayanismo, purché non vengano oltrepassati i
limiti al di la dei quali esso diviene un’aggravardella malattia; infatti il fine biologico del dwk
e quello di intervenire immediatamente in difes#’alganismo, avvisando la coscienza di uno
stimolo lesivo che sta danneggiando una parte sh.dsdolore, quindi, e fisiologico, un sintomo
vitale/esistenziale, un sistema di difesa, quaragpnesenta un segnale d’allarme per una lesione
tissutale, essenziale per evitare un danno. Diveatalogico quando si automantiene, perdendo |l
significato iniziale e diventando a sua volta unaattia (sindrome dolorosa) (Mannion & Woolf,
2000).



Neurobiologia del dolore

La trasmissione del dolore: dai nocicettori perifeici al midollo spinale
Il dolore, come ogni esperienza, risulta da unecifipa attivita neurologica, spazio-temporale,
all'interno della corteccia cerebrale. Tuttaviddlore € iniziato dall'attivazione di organi seriatir
periferici, i nocicettori, deputati alla rilevazieregli stimoli nocivi. La stimolazione dei nocitoet
dopo danno tissutale o inflammazione avviene gasaio di mediatori chimici che agiscono sia
direttamente via canali ionici ligando-dipendetidi @a recettori metabotropici, collegati ai second
messaggeri, nell’'attivare e/o sensitizzare | ndtbace Molti di questi recettori sono recettori
accoppiati ad una proteina G (GPCRs) (Hepler §.&.21992; Cabrera-Vera, T.M., et al. 2003),
che trasmettono il segnale attraverso il rilasgiard secondo messaggero: adenosin monofosfato
ciclica (cCAMP), guanosina monofosfato ciclica (cGM#facilglicerolo e fosfolipasi C, accoppiate
sul versante citoplasmatico con la proteina chifB&A e diversi isotipi di PKC). A loro volta
queste chinasi fosforilano proteine cellulari sfielee, inclusi i canali ionici di membrana
voltaggio-dipendenti (Nav 1.8) e ligando-dipendefitRPV1). Tra i canali ionici, uno dei piu
importanti, € il recettore vanilloide TRPV1, un e cationico non selettivo attivato dal principio
attivo del peperoncino, capsaicina (Jung et al99),9dall’endocannabinoide anandamide, dalla
resinferatossina (RTX) derivato del lattice di ymanta simile al cactus(phorbia resiniferg dal
calore (46 < T <50°C) (Caterina et al., 1997) epdatoni (Jordt et al., 2000), che sembra avere un
ruolo preminente nell’eccitabilita dei nervi perita.
| nocicettori sono ampiamente distribuiti in tuttacorpo (pelle, muscoli, articolazioni, viscere e
meningi, ossa a livello del periostio, muscoli)oenprendono sia le fibremielinizzate, di medio
diametro, sia le fibre C di piccolo diametro norelmizzate a lenta conduttanza. Il maggior numero
di sottoclassi di nocicettori € rappresentato daettori polimodali delle fibre C ovvero da recstto
che rispondono ad una varieta di stimoli di nafisiaa (caldo, freddo, pressione ) e chimica.
A differenza dei recettori somatici, i nocicettesistono come terminazioni nervose libere e sono
costituiti dalle terminazioni periferiche di neur@ifferenti (o sensitivi) primari, che formano irae
afferenti primari, i cui corpi cellulari sono situaei gangli delle radici dorsali (Dorsal Root
Ganglion, DRG), e nel ganglio di Gasser annesswrlo trigemino. Le fibre afferenti nocicettive
terminano nella sostanza grigia del corno dorsalendollo spinale.
A livello del midollo spinale, le fibore & e C convogliano le informazioni a specifiche aree
nocicettive all’interno delle lamine superficialelll delle corna dorsali oltre che ai neuroni atpa
spettro dinamico nella lamina V, i quali codificamformazioni relative a stimoli innocui e nocivi.

Di contro, le grandi fibre mielinizzate AR (fibregpriocettive non coinvolte nella nocicezione)
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trasmettono stimoli di bassa intensita come il ®ood una innocua pressione alle piu profonde
lamine Il e IV.

| terminali afferenti primari, nella compagine deidollo spinale, comunicano con i neuroni di
secondo ordine, mediante sinapsi. La trasmissiooiagoria sinaptica fra nocicettori e neuroni di
secondo ordine del corno dorsale &€ mediata dakrdadi glutammato. Le fibre afferenti nocicettive
co-rilasciano anche peptidi neuromodulatori qualsbstanza P e il peptide correlato al gene della
calcitonina (CGRP). Nell'insieme il rilascio di cgte neurotrasmettitori crea una corrente
cumulativa depolarizzante a livello post-sinapticche viene ulteriormente rafforzata
dall'attivazione del recettore glutammatergico NtMg-D-Aspartato (NMDA) (Malberg A.B et
al., 1992) mediata dalla rimozione degli ioni magja€Mg?*) che hanno funzione di bloccanti del
recettore stesso. L'effetto netto di questi procasdtipli nei neuroni di trasmissione nocicettiva
del corno dorsale, € un rapido incremento nellaicxael potenziale d’azione e nella responsivita
dei neuroni: questo fenomeno e noto com@dup (Mendell., 1966). Inoltre, in risposta a
stimolazioni nocive, sono state rivelate anche fiadiioni plastiche. Queste modificazioni sono
rappresentate dalla espansione del campo di riveziel neurone e dalla insorgenza di sensibilita
verso stimoli non nocivi. Come risultato si ha "s@nzazione centrale" che e caratterizzata dalla
persistenza della sensazione dolorosa anche dagssazione dello stimolo algico poiché a livello
dei neuroni delle corna dorsali si possono veni@aaodificazioni trascrizionali come l'attivazione
della cascata MAPK/pCREB (CRE binding) che medigptessione del proto-oncogene c-fos, che
sembra essere un marker dei cambiamenti funzipralingati (Hunt SP et al., 1987).

Ai processi eccitatori, poco sopra menzionati, ggianta la modulazione inibitoria presente
all'interno delle corna dorsali che puo essere atedda: inputs non-nocivi periferici, inibizione
locale esercitata da interneuroni GABAergici e igkegici, proiezioni discendenti bulbo-spinali e

funzioni cerebrali di piu alto livello (distrazionmput cognitivi, ecc.) (Moore AK et al., 2002).



Le vie ascendenti del dolore
Dal midollo spinale gli stimoli nocivi vengono cargliati ai centri cerebrali superiori prosencefalo,
mesencefalo e corteccia, mediante le vie ascendemnéismissione del dolore, di cui si distinguono

cinque tipi:

v' TRATTO SPINO-TALAMICO. E la principale via di tragssione degli input nocivill
tratto spino-talamico, da un punto di vista siarfibgenetico che funzionale, € suddiviso in un
fascio paleo-spino-talamico (deputato alla trasimies del dolore lento) ed in un fascio neo-
spino-talamico (per la trasmissione del doloredapienel complesso, & costituito da neuroni
nocicettivi che terminano a livello talamico. | teictalamici principali che, nell’'uomo,
ricevono le terminazioni spinotalamiche sono il leacventro-posterolaterale ed i nuclei
intralaminari.

v TRATTO SPINO-RETICOLARE. E costituito da fibre chdecorrono nella zona
anterolaterale del midollo e si proiettano nei authterali del sistema reticolare. Le sue
proiezioni sono a livello del nucleo gigantocelheladel reticolo laterale e del rafe magno.
Sebbene il tratto spino-reticolare non sia unadvigiasmissione cruciale degli input nocivi,
si ritiene che le proiezioni discendenti della fazione reticolare e dei nuclei del rafe ad
essa correlati abbiano un controllo inibitorio suihformazioni nocicettive in entrata e
quindi abbiano parte nei sistemi endogeni di arssdge

v TRATTO SPINO-CERVICALE. Molti neuroni delle lamirié e IV rispondono per lo piu a
stimoli tattili e solo pochi a stimoli nocivi. Esgermina nel nucleo talamico cervicale
laterale. Il tratto spino-cervicale & scarsameappresentato nell’'uomo.

v" VIA GRACILE-BULBARE. Tale via prende origine dai nmni delle lamine Ill e IV che
proiettano ai nuclei della colonna dorsale.

v' TRATTO SPINO-MESENCEFALICO. | neuroni nocicettivelle lamine | e V proiettano
alla formazione reticolare del mesencefalo (partderéle della sostanza grigia
periacqueduttale), che ha connessioni reciproche tosistema limbico attraverso
I'ipotalamo.



Modulazione discendente del dolore
La percezione finale del dolore non e la semplam@seguenza di uno stimolo doloroso applicato in
periferia che attraverso le vie afferenti di trassione arriva ai centri superiori e viene percepito
ma € l'interazione di due sistemi: quello di trassiune nocicettivo e quello di modulazione anti-
nocicettiva. Un dolore & sintomatico nel momentaum c’e uno squilibrio tra questi due sistemi,
per cui c'é una prevalenza delle vie nocicettidasuibizione anti-nocicettiva (Fields HL et al.,
1999).
La funzione inibitoria puo essere attivata: a livalelle corna dorsali del midollo spinale, tramite
controllo degli input dolorosi che risalgono lunfg vie ascendenti; a livello corticale, tramite
I'attivazione di specifiche strutture (amigdalapt@lamo); attraverso stimolazione della sostanza
grigia periventricolare, della sostanza periacqttatkl (PAG) e del sistema reticolare bulbare
(nucleo rostro-ventrale). Del sistema di modulagidnibitorio spinale fanno parte il sistema
oppiaceo e le vie inibitorie discendenti.
Il sistema oppiaceo endogeno presenta una distoib@znatomica diversa in base alla classe di
oppioidi che lo costituisce (enkefalingendorfine e dinorfine), ma in generale € presesiesiti
cruciali dove si svolge il processo di modulazioleio stimolo nocivo (Fields HL et al., 2004). Le
cellule che contengono enkefaline e dinorfine gsvano al livello della PAG, della parte rostro-
ventrale del midollo allungato (RVM) e del cornosperiore del midollo spinale (lamine | e 1l). Al
contrario, lep-endorfine sono contenute prevalentemente a livdillgpotalamo, nei neuroni che
inviano proiezioni alla PAG ed ai neuroni noradmgia del tronco (Westlund KN et al., 1983).
Il controllo sovraspinale sulla trasmissione deggimoli nocivi € il risultato dell’interazione del
sistema oppiaceo e delle vie discendenti monoawgicter inibitorie. Le vie inibitorie discendenti
(serotoninergiche e noradrenergiche) sono formagdi dssoni dei neuroni che si trovano in zona
periacqueduttale e periventricolare, oltre ai neudella sostanza grigia rostroventrale, a livelé
nuclei del rafe magno e reticolare paragigantotagku Tali assoni terminano nelle lamine |, Il e V
del corno posteriore del midollo spinale. Nellesseearee d’origine delle fibre delle vie inibitorie
discendenti, si ritrovano pure le cellule che cogt:o gli oppioidi endogeni (enkefaline e
dinorfine).
Studi sperimentali condotti su animali hanno dimaist che si produce analgesia tramite:
stimolazione elettrica delle zone periacqueduttappplicazione, nella stessa sede, di morfina;
applicazione di serotonina o di noradrenalina @llliv del midollo spinale. Da questi risultati
sperimentali si ipotizza che il sistema endogenpiageo agisca attraverso un processo disinibitorio
sul sistema monoaminergico. Gli oppiacei soppritieeeo I'azione di interneuroni che rilasciano, in
condizioni di riposo, acidg-aminobutirrico (GABA), inibendo l'azione delle fid discendenti.
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L’azione di modulazione e controllo del dolore dartp del sistema oppiaceo avverrebbe anche
attraverso altri meccanismi a livello di midolloirsgple (lamine | e Il). Gli interneuroni contenenti
enkefaline inibirebbero la trasmissione nocicettdelle fibre afferenti con un’azione inibitoria
esplicata sia a livello pre- che post-sinaptico. flare discendenti che rilasciano la serotonina
attiverebbero gli interneuroni locali, che contemgde enkefaline, oltre ad inibire direttamente
I'attivita dei neuroni di proiezione.

| circuiti di modulazione del dolore, oltre ad i la trasmissione nocicettiva sono in grado anche
di facilitarla e sembra che tali circuiti siano tsti da neuroni differenti (Fields 1995). E’ sta
dimostrato, infatti che, nel RVM esistono due dlalistinte di neuroni di modulazione che hanno
effetti opposti sulla nocicezione: le cellule-orhecfacilitano la trasmissione dell’informazione
nocicettiva, e le cellule-off che la inibisconoa lsomiglianza nelle caratteristiche di risposta
presente tra i membri di ciascuna classe neurondtep campi recettivi somatici estremamente
ampi, e la grande distribuzione degli assoni di@ia neurone in segmenti spinali multipli indicano
che questi neuroni esercitano un’influenza glolsaleprocessi che vengono messi in atto in risposta
ad uno stimolo doloroso. Uno stimolo nocivo attigajndi, dei circuiti neurali multipli, alcuni con
effetti antinocicettivi ed altri con effetti pronigettivi; se la risposta a tale stimolo sara poi
aumentata o soppressa dipendera dalla localizzagiello stimolo, dalla sua durata, dalla situazione
ambientale in cui lo stimolo viene applicato e datato comportamentale del soggetto (Watkins et
al. 1982).
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Le Proteine appartenenti alla famiglia Bv8/Prochinéicine
La sensibilizzazione dei nocicettori dopo dannsuigle associato a infezione o inflammazione,
avviene per rilascio di sostanze chimiche dai teatnicentrali (spinali) e periferici, che agiscoue
mediatori dello stimolo nocicettivo.
Recentemente il gruppo di ricerca di cui facciat@dra identificato una nuova famiglia di proteine,
che inducono sensibilizzazione nocicettiva negiimath di laboratorio e che sono sovra-espresse in
malattie infiammatorie e in alcuni tumori (Negriat, 2007; Shojaei et al., 2007). Si tratta dcple
proteine, identificate come Bv8/Prochineticine (PKs
Bv8 € una piccola proteina isolata dalla secrezmrianea della rafBombina variegatahe induce
contrazione dell'ileo di cavia a concentrazioni oaolari (Mollay et al., 1999). Questa proteina che
contiene 77 aminoacidi ed ha un peso molecolaceah 8 kDa, e stata chiamata Bv8 ad indicarne la
sua origine ed il suo peso molecolare.
Bv8 appartiene a una nuova famiglia di proteingeatirezione, altamente conservate lungo la scala
evolutiva, dagli Inverterbrati al’'Uomo. Il primo embro di questa famiglia ad essere stato
identificato € il costituente non tossico del veletel serpente Mamba negndroasies poylepis
polylepig, chiamato "Venom Protein A" (VPRA). Nel 1990, 8ditz e colleghi descrissero la
capacita del Venom Protein A di indurre la conwagi dell'ileo di cavia a concentrazioni
nanomolari, proponendo per il peptide il nome alévo di Mamba Intestinal Toxin 1 (MIT-1)
(Joubert and Strydom, 1980). L’elevata omologiaatjuenza (58%) tra Bv8 e MIT-1, suggeri che
peptidi analoghi potessero essere presenti andhiglaremiferi. Questa ipotesi fu confermata dal
clonaggio di cDNA per due ortologhi di Bv8, chiam&nurine Bv8” (mBv8) e “human Bv8”
(hBv8) (Wechselberger et al., 1999). Nel 2001, kiodeghi, identificarono le sequenze codificanti
per due proteine umane analoghe a Bv8, che furdmamate prochineticina 1 (PK1) e
prochineticina 2 (PK2), in riferimento alla loropeeita di contrarre Iileo di cavia, similmente
come gia descritto per Bv8 e per MIT-1. Nello steasano LeCouter e colleghi, analizzando una
libreria di proteine secretive umane, identificavxaima proteina in grado di indurre migrazione,
proliferazione e fenestrazione in cellule endolietiaghiandole steroidogeniche (ovaio, testicolo,
corticale del surrene). Questa proteina corrispoted@ PK1 venne chiamata “endocrine-gland-
derived vascular endothelial growth factor” (EG-VIEGooiché i suoi effetti erano simili a quelli
indotti da VEGF (LeCouter et al., 2001). Nel 2002asuda e colleghi purificarono dal latte di
bovino un peptide corrispondente a EG-VEGF/PK1. Uimi due membri appartenenti a questa
famiglia di proteine furono identificati e purifitadalla secrezione cutenea della rd@mbina
maximae chiamati Bv8-like protein 1 e 2 (Bv8-LP1 e BvB2) (Lai et al., 2003).
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Le proteine della famiglia Bv8/PKs sono costituiteé 80-90 aminoacidi e condividono un’elevata
omologia nella sequenza aminoacidica; presentasitserdue caratteristiche strutturali peculiari:

-un segmento N-terminale AVITGA (alanina, valinggleucina, treonina, glicina, alanina) altamente
conservato lungo la scala evolutiva, essenziale ipdegame recettoriale e per le attivita
farmacologiche. | membri della famiglia AVITGA imgiscono con i recettori orientando la regione
della proteina compresa tra la sequenza AVITGAreslduo conservato di triptofano in posizione
24 (Trp24) (Negri et al., 2005; Bullock et al., 20Miele et al., 2010).

-una identica distribuzione di dieci residui diteina che formano cinque ponti disolfuro e che
conferiscono alla molecola una conformazione tratisionale compatta ed una elevata resistenza
alla degradazione enzimatica.

La maggiore differenza nella sequenza amminoacidicguesta famiglia proteica si ha nella
porzione C-terminale (Kaser et al., 2003).

Nelluomo e nel topo i geni che codificano per PKPK2 sono costituiti da tre esoni (Jilek et al.,
2000), ma la sequenza genica di PK2 ha un esonerdigg, la cui inserzione o delezione, per
splicing alternativo, produce due varianti protei¢iechselberger., 1999):

-una forma corta, costituita di 81 aminoacidi,ul prodotto proteico € la PK2;

-una forma lunga contenente 20 aminoacidi additioispetto la forma corta, in prevalenza basici,
posizionati tra il residuo 47 di Lys (Lisina) edsiduo 48 di Val (Valina), la cui funzione nontata
ancora definita, ma che potrebbe rappresentait® ibsrsaglio degli enzimi proteolitici convertasi.

Il gene di PK2 é localizzato sul cromosoma 6 muensul cromosoma 3p21.1 umano (Jilek et al.,
2000); il gene di PK1 e localizzato sul cromosormmaudino e 1p21.1 umano (LeCouter et al., 2003).
Le proteine appartenenti alla famiglia di Bv8/PK&@ i ligandi di due recettori metabotropici a 7-
TM (7-segmenti transmembrana), chiamati recettore 4 delle prochineticine, PKR1 e PKR2
(Masuda et al., 2002; Soga et al., 2002). Quesdi rdgettori hanno un’omologia nella sequenza
aminoacidica pari all'85% e sono molto divergerdila loro sequenza N-terminale (Masuda et al.,
2002).

Studi di Nothern Blot, Real Time PCR e ibridazionesitu, effettuati su uomo, topo e ratto, hanno
permesso di determinare la localizzazione e laibligtione tissutale delle proteine appartenend all
famiglia Bv8/PKs.

Gli mRNA di PK1 e PK2 sono espressi nel cervellel, midollo spinale, nei gangli delle radici
dorsali (DRG), nel tratto gastrointestinale e @lliw delle ghiandole endocrine di uomo, topo eoratt
(LeCourter et al., 2001; Li et al., 2001; Melchicet al., 2001; Masuda et al., 2002; Negri et al.,
2004). Nel cervello del ratto neonato e adulto gIRNA di PK1 e PK2 sono espressi

principalmente a livello del bulbo olfattorio e dalicleo soprachiasmatico (SCN). Oltre che nel
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cervello, I'espressione di PK2 é visibile anche gr@inulociti neutrofili, nei testicoli, negli organ
linfoidi e in cellule dendritiche. PKR1 & espressamolti organi periferici come nella pelle, nei
leucociti, nella prostata, nel pancreas, nella apilzello stomaco, nel piccolo intestino, nel colon
(Soga et al.,, 2002; Masuda et al., 2002), mentr&PK piu confinato a livello centrale (bulbi
olfattivi, nucleo talamico paraventricolare e nacfgrateniale, nucleo soprachiasmatico) ma anche
in molte ghiandole endocrine, come la tiroide stitmli e le ovaie (Cheng et al., 2002).

PKR1 presenta alti livelli di espressione nei neumi piccolo calibro (area < 600 fjnmentre
PKR2 & maggiormente espresso a livello dei neudomiedio (600 purh< area < 1400 pfp e
grosso calibro (area > 1400 f)m tale distribuzione suggerisce il coinvolgimenttlle
prochineticine nella trasmissione di stimoli nociRKR1 e PKR2 sono coespressi con il recettore
vanilloide TRPV1 (Negri et al., 2006).
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Funzioni delle proteine della famiglia Bv8/Prochinéicine
Le proteine appartenenti alla famiglia Bv8/PKs masd diverse attivita biologiche. Come gia
accennato, tutte queste proteine inducono la czotra della muscolatura liscia dell’ileo di cavia a
concentrazioni nanomolari (Mollay et al., 1999).
L’aggiunta di piccole concentrazioni di Bv8 nelraro di coltura per cellule granulari cerebellari,
induce un aumento della capacita di sopravvivenzaae riduzione del rischio di apoptosi. Bv8
quindi, agisce come fattore neurotrofico endogenoapera alla sopravvivenza neuronale mediante
I'attivazione della cascata "Mitogen-activated pmt kinase/Phosphatidylinositol 3-kinase"
(MAPK/PI13-K) (Melchiorri et al., 2001).
Inoltre e stato anche dimostrato che PK1 promuovejiogenesi tramite stimolazione,
proliferazione, migrazione e fenestrazione delldulee endoteliali degli organi stereoidogenici
(LeCourter et al., 2003).
Nel 2002 Cheng e colleghi, hanno dimostrato cheplessione di PK2 nel nucleo soprachiasmatico
di topo, contribuisce alla regolazione del ritmacadiano, con picchi di espressione 50 volte piu
alti nella fase diurna rispetto alla fase nottufinal.D et al., 2006).
L’iniezione di Bv8 nei ventricoli laterali del cesllo di ratto (da 6.5 a 60 pmol) ne modula il
comportamento ingestivo: riduce in maniera doserlignte l'ingestione di cibo (effetto
anoressizzante) e stimola la sete (effetto dipsmgévegri et al., 2004). Nel 2001 il laboratorio di
ricerca in cui ho svolto il Dottorato ha dimostratbe Bv8 stimola la secrezione degli ormoni
ipotalamici, quali ossitocina, vasopressina e costierone (Lattanzi et al., 2001).
Inoltre e stato anche dimostrato che Bv8 e le pnatitine partecipano ai processi inflammatori,
producendo chemiotassi e rilascio di citochineammimatorie (Franchi et al., 2008; Martucci et al.,
2007), formazione e fenestrazione dei vasi (LeCaeital., 2003).
Bv8/PK2 e i recettori PKRs sono coinvolti nella sagione della soglia nocicettiva (Negri et al.,
2002; Negri et al., 2004; Negri et al., 2005; Negral.,2006; Negri et. al., 2007).
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Bv8/Prochineticine e recettori delle Prochineticinanel dolore infammatorio
La distribuzione di PKRs nelle fibre sensitive, B#RG e nelle corna dorsali del midollo spinale,
spiega il ruolo del sistema Bv8/PKs nella regolaeidella soglia nocicettiva (Negri et al., 2002;
Negri et al., 2004; Negri et al., 2005; Negri ef24106; Negri et. Al., 2007).
La somministrazione di Bv8 anfibio o I'effetto divB mammifero, ovvero della prochineticina
endogena PK2, e di determinare un abbassamentosigjlia nocicettiva a stimoli nocivi termici e
meccanici (effetto iperalgesico). La somministragosistemica di Bv8 produce un’iperalgesia
intensa e dal tipico andamento bifasico: un prinxg di iperalgesia si verifica a 60 minuti,
seguito da un secondo picco dopo circa 300 minaltidezione. La somministrazione locale di
molto piccole dosi di Bv8 (50 fmol) induce una igie intensa iperalgesia meccanica e termica
monofasica, solo nella zampa iniettata, molto gnailla prima fase dell’iperalgesia indotta dalla
somministrazione sistemica di Bv8 (Negri et al.020 La prima fase di iperalgesia dipende
dall'azione delle prochineticine sui recettori mmes in periferia (soprattutto PKR1), mentre la
seconda e dovuta ad una sensitizzazione centrale.
Il meccanismo molecolare dell'iperalgesia indotta Bv8 e stato studiato in colture primarie di
DRG (Vellani et al., 2006). | neuroni che rispondanBv8 sono prevalentemente quelli di piccolo
e medio calibro, nei quali € maggiormente presémerettore PKR1 (Negri et al., 2006). Il 90%
dei neuroni che risponde a Bv8, risponde anchecaltsaicina e circa il 70% all'olio di mostarda.
Questi risultati dimostrano una co-localizzazioee r@cettori funzionali PKRs con il recettore dei
vanilloidi TRPV1 e TRPAL; in aggiunta, meta dei r@u che rispondono a Bv8 esprimono e
rilasciano anche neuromediatori, come CGRP e szst®) considerati marcatori neurochimici
della trasmissione del dolore (Vellani et al., 2006
L’attivazione dei recettori PKR1 e PKR2, accoppiatiproteine @ causa l'attivazione della
fosfolipasi C (PLC), la quale idrolizza I'inositoy5-bifosfato (PIP2, un fosfolipide di membrana)
in inositolo trifosfato (IP3) e in diacilglicerol¢DAG), e induce la mobilizzazione del Ca
intracellulare da parte del Reticolo Endoplasma(iER). L'idrolisi di PIP2 rimuove il blocco dei
canali TRPV1, che sono tonicamente bloccati dal2Plpermettendo lingresso di Neae la
depolarizzazione del neurone. In aggiunta, Bv8 @daisraslocazione della PKECsulla membrana
plasmatica dei nocicettori che media la sensilalzeane del recettore dei vanilloidi TRPV1
attraverso la fosforilazione di due residui di sardel canaleTopi mancanti dell'uno o dell'altro dei
due recettori delle prochineticine sono meno sdéndi topi wild-type (WT) a stimoli nocivi caldi
e freddi, ai protoni e alla capsaicina, tutti stinobe agiscono attraverso il canale cationico TRPV
e TRPAL (Negri et al., 2006). Tra questi topi, sotopi PKR2-KO sono significativamente meno
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sensibili all’allodinia tattile indotta da Bv8 el’leralgesia termica indotta dall’'olio di mostarda
risultati sono in accordo con la distribuzione dKR2 soprattutto nel SNC e con la co-
localizzazione e la probabile cooperativita deetsri PKR2 e TRPAL sui neuroni di medio e largo
diametro (Lattanzi et al., in preparation).

L’espressione di Bv8/PK2 e la presenza dei redefR1 e PKR2 nei granulociti neutrofili, nei
monociti-macrofagi, nei linfociti, nelle cellule déridiche, ha fatto ipotizzare un probabile ruoio d
gueste proteine nella risposta immunitaria. E'csthimostrato che PK1 e PK2 in vitro stimolano la
migrazione dei monociti e dei macrofagi murini immera dose-dipendente (10nM-40nM-160nM)
(LeCouter et al., 2004; Martucci et al., 2007). peoteina Bv8/PK2 agisce sui macrofagi,
inducendoli ad acquisire un fenotipo di tipo pridmmatorio, infatti stimola la produzione
macrofagica delle citochine proinflammatorie IL-1ll€l2, ed inibisce il rilascio della citochina
anti-infammatoria IL-10 (Torres G., et al., 200artucci et al., 2007).

Come gia accennato, la proteina Bv8/PK2 & costduiente espressa in cellule del sangue
periferico di origine mieloide come monociti-maagi e granulociti neutrofili e negli organi
ematopoietici. Negli stessi organi e tipi celluligspressione di Bv8/PK2 viene fortemente up-
regolata nei processi patologici e infiammatori eomccade nel modello animale di dolore
inflammatorio indotto dalla somministrazione integare (i.pl.) di Adiuvante Completo di Freund
(CFA). Linflammazione indotta dal CFA, determinaauforte up-regolazione di Bv8/PK2 nel
tessuto inflammato di ratto o di topo, che corrmporalmente con la riduzione della soglia
nocicettiva. L’analisi dell’espressione genica sanglociti neutrofili e macrofagi isolati dalle
cellule infiltranti il tessuto inflammato ha dimeetio che, i granulociti neutrofili, sono il sotjodi
cellulare responsabile della up-regolazione di Rkdbtta dal CFA.Inoltre gli elevati livelli di
espressione di PK2 trovati anche nei granulocititmodili isolati dalla milza di topi inflammati
indicano che la risposta infammatoria evocata@@ah induce l'attivazione del gene di PK2 anche
in cellule polimorfonucleate (PMN) circolanti. Peonfermare l'ipotesi che la PK2, rilasciata dai
granulociti neutrofili, moduli direttamente il dolinfiammatorio, e stata purificata la proteina2PK
da un pool di granulociti neutrofili peritoneali @itto, dopo inflammazione con glicogeno d’ostrica.
La proteina estratta, come Bv8, mostra un’altanaéfiper i recettori PKRs, soprattutto PKR1 e,
guando viene iniettata nei ratti, induce una fapersensibilita a stimoli nocivi (Giannini et al.,
2009).

Dall'analisi dell’espressione genica risulta ch#asuo il trascritto di PKR1 e up-regolato a 244i d
CFA principalmente nei macrofagi, mentre restaradténati i livelli dei trascritti di PK1 e PKR2
(Giannini et al., 2009).
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Nei topi PKR1-KO e PKR2-KO l'iperalgesia indottd @& A risulta notevolmente ridotta rispetto ai
topi WT. La mancanza del gemkrl riduce significativamente la up-regolazione di B482
indotta dall'inflammazione, mentre nei topi PKR2-K@Ovelli di espressione di Bv8/PK2 risultano
paragonabili ai livelli di Bv8/PK2 nelle zampe iafnmate dei topi WT.

Possiamo quindi ipotizzare che entrambi i recett@mno responsabili del dolore inflammatorio, ma
che soltanto il recettore PKR1 sia implicato naltasraespressione di Bv8/PK2 (Giannini et al.,
2009).

Tale aumento potrebbe essere determinato da ueniecito dei livelli plasmatici di Granulocyte-
Colony Stimulating Factor (G-CSF) (Shojaei et 2007; Giannini et al., 2009).
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Il Granulocyte-Colony Stimulating Factor (G-CSF)
I G-CSF é un fattore di crescita emopoietico lispacifico, prodotto da linfociti T, monociti,
fibroblasti e cellule endoteliali del midollo ossexe agisce sia a livello midollare sui precursori
staminali totipotenti inducendone la differenziamonella linea neutrofili-granulociti sia a livello
periferico sui neutrofili maturi, potenziandonedapacita citotossiche, di fagocitosi e aumentando
'espressione di molecole di adesione (Metcalf939Welte et al., 1985; Demetri et al., 1991;
Bober et al., 1995).
Il recettore per il G-CSF (G-CSFR) e un membroalsiliperfamiglia dei recettori citochinici di tipo
| (Fukunaga R et al., 1990; Tian SS et al., 1984)un punto di vista strutturale, € un eterodimero
costituito di una subunité; preposta al legame del ligando G-CSF, e di unaursta-i3,
responsabile della trasduzione del segnale. llti@eeG-CSFR € espresso sulla superficie delle
cellule staminali totipotenti, dei progenitori noali dei neutrofili, dei neutrofili maturi e sulla
superficie di cellule non ematopoietiche (celluteleteliali) (Nicola, N.A et al., 1985; Tsuji k €t,a
2001; Morikawa K et al., 2002). La funzione di G¥C& del suo recettore sulle cellule endoteliali &
sconosciuta. Nel 2009, Schweizorf e colleghi, ladimostrato la localizzazione funzionale del
recettore G-CSFR nelle colture di DRG, dove l'afivone del sistema G-CSF/G-CSFR provoca la
sensitizzazione del recettore TRPVL1 e la up-regoh@ztrascrizionale del gerigpvl.
Gli effetti biologici indotti dal G-CSF sono mediatalla formazione del complesso tetramerico-
attivo formato da due molecole di recettore e dukgdndo, che a sua volta, innesca differenti
cascate di trasduzione del segnale (Janus-kin&gpedlSransduction and activator of transcription
JAK/STAT, PI-3K/AKT, p21Ras/MAPK), coinvolte nellaegolazione della granulopoiesi in
condizioni fisiologiche e/o patologiche (De Koniegal., 2000; JP McLemore ML et al., 2001; Zhu
QS et al., 2006; Stosser S et al., 2010).
In condizioni fisiologiche, i livelli plasmatici d5>-CSF sono molto bassi; tali livelli aumentano
drasticamente in corso di infezioni o inflammazione seguito alla produzione di fattori
immunogeni (Lipo-polisaccaride LPS, Tumor NecroBectoree TNF- o, Interleuchina-1 IL-1,
Interferony IFN- y) (Bobrowski WF et al., 2005).
L’aumento dei livelli plasmatici di G-CSF determjrmdmeno, un duplice effetto:

* modulazione della granulopiesi mediante incremel@demivita dei granulociti neutrofili
circolanti (Kawakami M et al., 1990; Zhang Y et, @009). In letteratura diverse evidenze
suggeriscono che la disregolazione della apoptisgihnulociti neutrofili giochi un ruolo
chiave nell’'espansione/riduzione del pool periferisia in condizioni patologiche che
fisiologiche. Anche se i meccanismi biologici chegelano la apoptosi dei granulociti

neutrofili circolanti non sono ancora completamettiariti (Akgul C. et al., 2001), € noto

19



che il G-CSF interviene nel meccanismo di mortdutale programmata a carico dei
granulociti neutrofili circolanti mediante up-regalone di signaling pathways anti-
apoptotici (Phosphatidylinositol 3-kinase/AKT, PI2Y¥T) e blocco di signaling pathways
pro-apoptotici (Bid/Bax) (Hyun Kyung K et al., 200640 HR et al., 2008).

E doveroso ricordare che, come il G-CSF, altriofattli crescita (Granulocyte-Macrophage
Colony Stimulating Factor, GM-CSF), glucocorticoidi agenti chemioterapici, possono
accelerare o sopprimere tale processo di morteulas#l programmata. Gli agenti
chemioterapici, infatti, agiscono sulle cellule pkstiche principalmente inducendo
apoptosi: la mancanza di selettivita citotossicajasti farmaci esita in effetti collaterali
talora anche gravi, come ad esempio la mielosopimes che si manifesta con leucopenia
(riduzione del numero dei leucociti circolanti alswtto del limite inferiore di 4x1ul) e
neutropenia (riduzione del numero dei neutrofitcolanti al di sotto del limite inferiore di
18x10/pl), spesso associate ad infezioni, quindi magginorbilita e mortalita, che il solo
trattamento antibiotico e/o antimicotito non riesceontrollare (Chucklovin A et al., 2000).
In questo caso per contrastare la neutropeniairgdeioni ad essa associate, si interviene
somministrando fattori di crescita che siano indgrai promuovere la sopravvivenza dei
granulociti neutrofili circolanti: per questo mativil fattore granulocitario G-CSF, e tra
quelli clinicamente piu rilevanti ed ampiamentdizegati nel trattamento della neutropenia
chemioterapia-dipendente (Morstyn G. et al., 1996).

Sebbene la terapia con G-CSF sia ben tolleratpadaenti, lo sviluppo di dolore muscolo-
scheletrico € il limite maggiore alla sua applioaa (Johnston E., et al., 2000; Mense S and
Simons DG., 2001; Holmes F.A. et al., 2002; Green & al., 2003; Carvalho TT et al.,
2011);

induzione dell’'espressione di Bv8/PK2: il fattomaugulocitario G-CSF tra tutte le citochine
(Stromal cell derived factorel Sdfla, Interleuchina-6 IL-6, Interleuchina-10 IL-10,
Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor -GBIF) € il principale regolatore
positivo dell’espressione di Bv8/PK2 nei granulobcieutrofili circolanti CD11b+Grl+
derivati dal midollo osseo che presentano i marcatp superficie CD11b and Gr-1 e
infiltranti il tessuto infammato (Shojaei et a2007; Giannini et al 2009; Zhong C et al.,
2009).
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SCOPO DELLA RICERCA

Il sistema Bv8/Prochineticine gioca un ruolo deteante nel dolore di tipo infiammatorio
rappresentando, quindi, un importante bersaglio leersviluppo di farmaci analgesici e
antinfiammatori innovativi.

Il primo passo nella ricerca delle molecole antagferper i recettori PKRs e stato I'identificazione
dei determinanti strutturali richiesti per il legaral recettore e per I'attivita iperalgesia di Bv8.

I membri della famiglia AVITGA si legano ai recetit®®KR1/PKR2 orientando la regione della
proteina compresa tra la sequenza AVITGA e il wsidonservato di triptofano in posizione 24
(W24) (Miele et al., 2010). Analisi computerizzate docking molecolare hanno suggerito che
modifiche nella struttura primaria di Bv8 in alcupesizioni amminoacidiche, dalla 6 alla 40,
potrebbero produrre molecole con una affinita ateere/o un’efficacia differente nell’attivazione
dei recettori PKRs. La prima molecola ottenutaatostin derivato peptidico di Bv8 che manca di
due @lesAla-Val-Bv8) residui al’N-terminale della molecola (Neggt al., 2005) Esperimentin
Vivo, nei topi e nei ratti, dimostrano clhiesAla-Val-Bv8 € in grado di antagonizzare l'iperalgesia
indotta da Bv8 legandosi ai PKRs sulle proieziarifriche e centrali dei neuroni sensitivi primari
(Negri et al., 2005).

Sostituendo il triptofano in posizione 24 nella suala di Bv8 anfibio con 'amminoacido alanina
(Miele et al., 2010) si € ottenuto un nuovo compadtiamato A-24. Studn vivo dimostrano che
A-24 lega preferenzialmente il recettore PKR2 dagésce come agonista, con potenza di poco
inferiore a Bv8, ma lega anche PKR1, dove agiscantiagonista; infatti A-24 nel ratto e nel topo é
un anti-iperalgesico potente e di lunga duratatlrai et al., 2012). Essendo tuttavia un peptide
grande é poco adatto ad essere usato come farmacpear questo motivo che il gruppo di ricerca
della Prof.ssa Negri, in collaborazione con i cleindi Ferrara, Prof. Salvadori e Prof. Balbonigsi
dedicato alla progettazione, sintesi e studio dveunolecole non peptidiche (Balboni et al., 2008)
Sono cosi stati sintetizzadiversi composti triazinici, denominati PAk.lead compounde stato
chiamatoPC1 (Fig.1). Riguardo a PC1, dati ottenuti da esperimenti ddinig indicano che e un
ligando preferenziale per PKR1, con un’affinitav@de piu alta per PKR1 che per PKR2. In cellule
CHO transfettate stabilmente con PKR1 o PKR2 P@uce (100 nM) e antagonizza (300 nM) la
mobilizzazione intracellulare del €dndotta da Bv8 (1nM) e I'effetto & dose-dipendefBalboni

et al., 2008).
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Fig.1- Struttura molecolare di PC1: nel cerchio e indizdtgruppo triazinico.

Riguardo a PC1, lo scopo del progetto di ricerstato:

1. In vitro, di valutare la capacita di PC1 di antagonizzaieeffetti indotti da Bv8:in
particolare é stata testata la capacita di PCladichre la fosforilazione di p44/42 MAPK
indotta da BvS;

2. In vivo, di valutare la capacita di PC1 di bloccare l'ipgesia termica indotta dall'agonista
Bv8.

Come gia dimostrato in precedenza, Bv8/PK2 é resgiuile del dolore inflammatorio associato ad
infiltrazione granulocitaria (Giannini et al., 2009

Poiché in condizioni inflammatorie il G-CSF ¢ iliqmipale up-regolatore dell’espressione di
Bv8/PK2 nei granulociti neutrofili circolanti e m#o-infiltranti (Shojaei et al., 2007; Gianniniadt
2009; Zhong C et al., 2009) e la sua somministregisia nel’'uomo sia nel topo, produce dolore
(Johnston E., et al., 2000; Mense S and Simons P@®]; Holmes F.A. et al., 2002; Green M., et
al., 2003; Carvalho TT et al.,, 2013, plausibile ipotizzare che Bv8/PK2 sia il respdrikao
guanto meno un importante mediatore nel dolore da$s:

Recenti dati in letteratura, inoltre, hanno dimaistrnelle colture di DRG la localizzazione
funzionale del recettore per il G-CSF (G-CSFR), eltattivazione del sistema G-CSF/G-CSFR
provoca la sensitizzazione del recettore TRPV1\@&ctorf et al., 2009)
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Nel 2006 I'Unita di Ricerca di Farmacologia di Rorgaidata dalla Prof.ssa Lucia Negri ha
dimostrato una co-localizzazione ed una coopetatfunzionale del recettore PKR1 e del recettore
TRPV1 sui neuroni di piccolo e medio calibro.

Sulla base delle considerazioni precedenti, géiridti obbiettivi dello studio sono stati:

i) valutare se il dolore indotto dalla somministoee di G-CSF dipende da aumentati livelli di

espressione di Bv8/PK2 e da incremento nei liestatici di proteina Bv8/PK2;
i) delucidare il ruolo dei recettori PKRs nella dudazione del dolore da G-CSF mediante I'utilizzo
di topi knock-out (KO) per entrambi i recettori igeprochineticine (PKR1 e PKR2) e del lead

coumpound PC1 (Balboni et al., 2008);

iii) chiarire il ruolo del recettore vanilloide TRR nel dolore da G-CSF tramite l'uso
dell'antagonista triazinico del recettore TRPV1,IN66HCI (Vidal-Mosquera et al., 2011);

iv) testare la capacita della molecola PC1 di ldoedl dolore da G-CSF (Balboni et al., 2008).
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RISULTATI

CARATTERIZZAZIONE FARMACOLOGICA DI ANTAGONISTI DEI
RECETTORI PKRS

PC1 e in grado di bloccare gli effetti Bv8-indattivitro ein vivo. In vitro,é stata testata la capacita
di PC1 di bloccare la fosforilazione di p44/42 MAHRKdotta da Bv8, utilizzando il saggio
funzionale del Western Blotting su cellule CHO drabnte transfettate con il recettore umano

PKR1.

- In vitro, effetto di PC1 sulla fosforilazione di pd42 MAPK Bv8-indotta in colture di
cellule CHO stabilmente transfettate con il reqetteKR1, PC1 riduce (300 nM) e blocca (1
HM) la fosforilazione di p44/42 MAPK indotta da BB nM) (Fig.2).

A
‘!\x & é‘x&“ \h,x
< S Fd

& D O oS B N
o B KT T RS

pdd

paz2

B

400+ 4001

3504
3004
2504
2004
1504
1004

504

3504
300+
2504
2004
1504
1004

P-MAPK expression
pP-MAPK expression

Fig.2- Western Blotting: A)e cellule venivano pre-trattate con PC1 (100 nM03M e 1uM, -30’ min),
stimolate con Bv8 (1 nM, 10 min) e quindi procesgar I'analisi del'immunoreattivita per p44/42 NPK.

La coppia di bande si riferisce alle forme fosfatd di p44/42 MAPK. BPC1 antagonizza in maniera dose-
dipendente la fosforilazione di p44/42 MAPK Bv8eitd. PC1 100 nM é inefficace nel bloccare la
fosforilazione p44/42 indotta da Bv8.
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In vivo, e stata valutata la capacita di PC1 di bloccgrerhlgesia termica indotta dall’agonista Bv8
nei topi WT, PKR1 Knock-out (PKR1-KO) e PKR2 Knookit (PKR2-KO).

- Invivo, effetto di PC1:in topi WT, la somministrazione intraplantare I().ji Bv8 (0.5 ng),
di bradichinina (BK, 2ug) e di prostaglandine E2 (PGEZ2, y) induce una risposta
iperalgesica (Paw-Immersion test, 48°C) equivalerite di intensita e durata paragonabili.
Nel topo la pre-sommministrazione locale di 10img, di PC1 annulla l'iperalgesia termica
indotta da Bv8 (0.5 ng, i.pl.) ma é inefficace tagitagonizzare I'iperalgesia termica indotta
da altri agenti algogeni, quali bradichinina (BKug i.pl.) e prostaglandina E2 (PGE2: 1 ug
i.pl.), anche ad una dose 10 volte piu alta (PCQ A, i.pl.) (Fig.3A, 3B, 3C)L’azione
antagonista di PC1 e, dunque, selettiva per i recePKRs.
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Mice, Paw-Immersion test, 48°C
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Fig.3- La somministrazione di PC1 (10 ng, i.pl.) riduce
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Nei topi PKR1-KO PC1 antagonizza l'iperalgesia tearindotta da Bv8 (5 ng, i.pl.) a una dose di
100 ng i.pl somministrata 5 minuti prima di Bv8dH) mentre nei topi PKR2-KO e sufficiente una
dose di PC1 30 volte piu bassa (3 ng, i.pl.) péurre e di 10 volte piu bassa (10 ng, i.pl.) per
antagonizzare l'iperalgesia indotta da Bv8 (5 ng,)i (Fig.5) confermando anche vivoi dati di
binding recettoriale che dimostrano che PC1 e peafgale per il recettore PKR1 (Balboni et al.,
2008).

Mice, Paw-Immersion test (48<C)

251

Bv8 5 ng i.pl.

PC1 10 ng i.pl.+Bv8
PC1 30 ng i.pl.+Bv8
PC1 100 ng i.pl.+Bv8

tidd

0 30 60 90 120 150 180
Tempo (min)

Fig.4- Topi PKR1-KO; PC1 i.pl. vs Bv8 5 ng i.pl.

Mice, Paw-Immersion test (48C)
25+

Bv8 5 ng i.pl.

PC1 10 ng i.pl.+Bv8
PC1 3 ng i.pl.+Bv8
PC1 1 ng i.pl.+Bv8

tiee
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Fig.5- Topi PKR2-KO; PC1i.pl. vs Bv8 5 ng i.pl.
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UOMO: DOLORE DA GRANULOCYTE COLONY STIMULATING
FACTOR (G-CSF)

Effetti indotti dalla somministrazione di G-CSF: dore, numero di granulociti neutrofili
circolanti, livelli di espressione di Bv8/PK2 neguicociti circolanti e livelli ematici di proteina
Bv8/PK2

Il nostro studio ha incluso pazienti di sesso fenilmi affetti da carcinoma della mammella,
sottoposti a mastectomia e trattati con chemiotarap con terapia adiuvante con G-CSF
(Pedfilgrastim, 100 pg/Kg, s.c). Nei pazienti sastati valutati i seguenti parametri: i) il time-
course del dolore, ii) il time-course del numerogdanulociti neutrofili circolanti, iii) i livellidi
espressione di Bv8/PK2 nei leucociti circolant), ilivelli ematici di proteina Bv8/PK2, v) il time

course del rapporto n° neutrofili / n° leucociti.

i) Time-course del dolore: la somministrazione diCSF induce dolore nei pazienti che si
manifesta con grado di intensita variabile, da maibe(NRS:4-7) a severo (NRS: 8-10) (Fig. 6A);

i) time-course del numero di granulociti neutrofiircolanti: il numero di granulociti neutrofili
circolanti € massimo tra +1 giorno e + 2 giorni @&ICSF; a +6 giorni dal G-CSF il numero di

granulociti neutrofili € ancora elevato (Fig. 6B);

iii) livelli di espressione di Bv8/PK2 nei leucactircolanti: 'analisi dei livelli di espressiond
Bv8/PK2 nei leucociti circolanti mostra un signdto/o incremento a +1 giorno (+70 volte rispetto
al controllo-punto 0) e +2 giorni (+50 volte risfmeal controllo-punto 0) dalla somministrazione di
G-CSF (Fig. 6C);

iv) livelli ematici di proteina Bv8/PK2: I'analisilei livelli ematici di proteina Bv8/PK2 evidenzia
un incremento significativo a + 6 giorni dal G-CEB90 + 212 pg/ml vs 756 = 127 pg/ml del
controllo-punto 0) (Fig. 6D);

v) il time-course del rapporto n° neutrofili / réutociti: tale rapporto € stato usato per valutare
guale fosse I'incremento nei livelli di espressiaheBv8/PK2 per singolo granulocita neutrofilo;
dal momento che questo rapporto si mantiene preéscastante nel tempo, € possibile supporre
che +1 giorno e +2 giorni dallo stimolo con G-CS§ranulociti neutrofili siano particolarmente
ricchi in mMRNA di Bv8/PK2 (Fig. 6C).
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Fig.6- Time-course del dolore: I'intensita del dolore peizienti & stata misurata mediante metodo numerico
NRS (Numerical Scale Rating). Nel metodo NRS sidehal paziente di assegnare al suo dolore un
punteggio di intensita che vada da 0 a 10: lo “0’cénsiderato totale assenza di dolore, l'intervalle3
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espressione di Bv8/PK2 nei leucociti circolanti §R&ime PCR) (C). Time-course dei livelli ematici d
proteina Bv8/PK2 (Test Elisa) (D).
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TOPO: DOLORE DA GRANULOCYTE COLONY STIMULATING FACT OR
(G-CSF)

Iperalgesia termica indotta dalla somministraziotacale di basse dosi di G-CSF

Nei topi Wild Tipe (WT) la somministrazione intrapitare (i.pl.) di G-CSF (100-1000 ng) induce
iperalgesia termica localizzata nella zampa ipsidde. La dose di 20 ng, i.pl. risulta inefficace
nell'indurre iperalgesia termica. L'iperalgesiantéca che si sviluppa in seguito a somministrazione
locale (i.pl.) di 300 ng e 1000 ng di G-CSF e gradente 1h dopo l'iniezione, € massima a 4h e
torna ai valore di base dopo circa 8h (Fig.7). &fgdgesia termica e stata valutata mediante il

Plantar test per 8h dalla somministrazione di G-CSF

Wild Type mice (Plantar test)

0«
-
pa
<c1, -25- Non-injected paw
O G-CSF 20 ngi.pl.
e -o- G-CSF 100 ng i.pl.
_50- e~ G-CSF 300 ng i.pl.
-~ G-CSF 1000 ng i.pl.

0 2 4 6 8
Time (h) after G-CSF injection

Fig.7- Curva tempo-risposta della variazione percentuatadsoglia nocicettiva del

topo sottoposto a stimoli termici dopo somministae i.pl. di G-CSF.
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Ruolo dei recettori delle prochineticine (PKRs) febkviluppo della iperalgesia termica da G-CSF

Nei topi PKR2-KO la somministrazione i.pl. di 10@ e 300 ng di G-CSF determina la stessa
risposta iperalgesica a stimoli termici evocatatopi WT dalle stesse dosi di G-CSF. Come nei

topi WT la dose di 20 ng, i.pl. risulta inefficanell'indurre iperalgesia termica (Fig.8).

PKR2”- mice (Plantar test)

O«

-

%25

) ) Non-injected paw
o~ G-CSF 20 ng i.pl.

-50- Kok -~ G-CSF 100 ng |p|
-o- G-CSF 300 ng i.pl.
0 2 4 6 8

Time (h) after G-CSF injection

Fig.8- Curva tempo-risposta della variazione percentusdta soglia nocicettiva

del topo sottoposto a stimoli termici dgmmministrazione i.pl. di G-CSF.
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| topi PKR1-KO risultano meno sensibili dei topi RE-KO al G-CSF: nei topi PKR1-KO infatti la
somministrazione di 300 ng, i.pl. e di 1 pug, iggtermina una risposta iperalgesia a stimoli tarmic

che e paragonabile a quella indotta dalla dos@@ing, i.pl. nei PKR2-KO (Fig.9).

PKR1”mice (Plantar test)

Non-injected paw

-~ G-CSF 100 ng i.pl.

o~ G-CSF 300 ng i.pl.
-~ G-CSF 1000 ng i.pl.

0 2 4 6 8
Time (h) after G-CSF injection

Fig.9- Curva tempo-risposta della variazione percentuwidia soglia nocicettiva

del topo sottoposto a stimoli termici dopo somniasone i.pl. di G-CSF.
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Effetto di PC1 sulla iperalgesia termica da G-CSF

In topi WT la somministrazione i.pl. di PC1 dopo &1 G-CSF (300 ng, i.pl.) non antagonizza (5
ng), riduce (20 ng) e reverte (50 ng) I'iperalgdsianica indotta dal G-CSF (Fig.10).

Wild Type mice (Plantar test)

/A// Non-injected paw
-o- G-CSF 300 ng i.pl.
: G-CSF 300 ngi.pl. + PC1 5ng i.pl

-50- PC1 -4+~ G-CSF 300 ngi.pl. + PC1 20 ng i.pl
-+ G-CSF 300 ng i.pl. + PC1 50 ng i.pl.

Saline

0 2 4 6 8
Time (h) after G-CSF injection

Fig.10- In topi WT la somministrazione i.pl. di PC1 (50 dgpo 3h dal G-CSF
(300 ng, i.pl.) abolisce per circa 4h l'iperalgediermica indotta dal G-CSF.
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Nei topi PKR1-KO, PC1 (fino a 500 ng i.pl.) somnsimato dopo 3h dal G-CSF (300 ng, i.pl.)
risulta inefficace nell’antagonizzare l'iperalgesermica indotta dal G-CSF (Fig.11A); nei topi
PKR2-KO, invece, PC1 (50 ng, i.pl.) mostra la stesdficacia dei WT nell’antagonizzare
l'iperalgesia termica indotta dal G-CSF (300 ngl.).(Fig.11B).

PKR1 - mice (Plantar test)
-
E Non-injected paw
= t e G-CSF 300 ng i.pl.
SZ(I?:e -4 G-CSF 300ng i.pl.+ PC1 50 ngi.pl.
75 : : : --A--I G-CSF 300ng i.pl.+ PC1 500 ng i.pl.
0 2 4 6 8
Time (h) after G-CSF injection
PKR2” mice (Plantar test)
OJ‘ I Fxx X -y
=
< -25-
2
Non-injected paw
504 Ptn -~ G-CSF 300 ng i.pl. ‘
Saline -4 G-CSF 300 ngi.pl. + PC1 50 ng i.pl.
0 2 4 6 8
Time (h) after G-CSF injection

Fig.11- Topi PKR1-KO; PC1(fino a 500 ng, i.pl) vs G-CSP3® i.pl.Topi PKR2-KO; PC1 50 ng i.pl. vs
G-CSF 300 ng i.pl (A). In topi PKR2-KO la sommirgigtone i.pl. di PC1 (50 ng) dopo 3h dal G-CSF (300
ng, i.pl.) abolisce per circa 4h I'iperalgesia teica indotta dal G-CSF (B).
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Effetto di basse dosi intraplantari (i.pl). di G-GSsul richiamo dei granulociti neutrofili e sui

livelli di espressione di Bv8/PK2 nel sito di sonmsitrazione

La dose di 300 ng i.pl. di G-CSF, a 4h dalla im&#, non determina I'aumento significativo nel
numero dei granulociti neutrofili (valutato mediant saggio della mieloperossidasi, MPO) che
vengono richiamati nel sito di iniezione rispetlia aampa controllo trattata con salina (Fig. 12A).
L’'analisi dell’'espressione genica di Bv8/PK2, ffieta su campioni di tessuto di zampe prelevate a
4h dalla somministrazione di G-CSF (300 ng, i.phystra che non ci sono aumenti significativi dei
livelli di espressione di Bv8/PK2 nella zampa itaé rispetto alla zampa controllo trattata con
salina (Fig. 12B).

A Granulocyte recruitment B PK2 m-RNA expression
ns g 49 ns
© 10000- | 2 | I
7 1 7
3 J O 3-
£ 8000 ol —
> 3
£ A -
£ 6000 2,
e ] 4
2 40004 o
E ' £ 17
2 20001 ~
© ] X
O 0 oo .
z Saline G-CSF Saline G-CSF

Fig.12- La somministrazione i.pl .di G-CSF (300 ng, ).plon determina un richiamo significativo di
granulociti neutrofili nella zampa iniettata, 4h p I'iniezione (A). La somministrazione i.pl .di@SF (300
ng, i.pl.), a 4h dalla iniezione, non determinaaumento significativo dei livelli di espressioneB¥8/PK2

nella zampa iniettata rispetto alla salina (B).
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Ruolo del recettore vanilloide TRPV1 nello sviluppella iperalgesia termica da G-CSF

In topi WT la somministrazione i.pl di NF1-56HClmm 3h dallo stimolo con G-CSF (300 ng, i.pl.)
non antagonizza (0.5 ng), riduce (5 ng) e ann@ar(g), 'iperalgesia termica indotta dal G-CSF
(Fig.13).

Wild Type mice (Plantar test)

0€ FhRE kkk
X
'E 254 Non-injected paw
< -o- G-CSF 300 ng i.pl.
-m- G-CSF 300 ng i.pl. + NF1-56HCI 0.5 ng i.pl.
A
-50- NF1-56HCI -m G-CSF 300 ng i.pl. + NF1-56HCI 5 ng i.pl.
Saline - G-CSF 300 ng i.pl. + NF1-56HCI 50 ng i.pl.
0 2 4 6 8

Time (h) after G-CSF injection

Fig. 13- Topi WT; NF1-56 HCI i.pl. vs G-CSF 300 ng i.pl.tbpi WT la somministrazione i.pl. di NF1-56
HCI (50 ng) dopo 3h dal G-CSF (300 ng, i.pl.) aboé per circa 2h l'iperalgesia termica indotta dat
CSF.
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Nei topi PKR1-KO e PKR2-KO, NF1-56HCI (50 ng i.ptlippo 3h dal G-CSF (300 ng, i.pl.) reverte
I'iperalgesia termica indotta dal G-CSF alla stedsse dei topi WT, per circa 2h (Fig.14 e 15).

PKR1”/-mice (Plantar test)

? Non-injected paw
~e- G-CSF 300 ng i.pl.
- G-CSF 300 ng i.pl. + NF1-56HCI 50 ng i.pl.
0 2 4 6 8
Time (h) after G-CSF injection

-501 NF1-56HCI
Saline

Fig.14- Topi PKR1-KO; NF1-56 HCI i.pl. vs G-CSF 300 r.i.

PKR2”-mice (Plantar test)
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Salne = G-CSF 300 ng i.pl. + NF1-56HCI 50 ng i.pl.
0 2 4 6 8
Time (h) after G-CSF injection

Fig.15- Topi PKR2-KO; NF1-56 HCI i.pl. vs G-CSF 300 r.i.
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La somministrazione di G-CSF a dosi maggiori di § induce allodinia

Nel topo la somministrazione di G-CSF (1 pg e 5 pp,) induce allodinia tattile e dose-
dipendente, rilevabile sulle zampe posteriori (gisrale e contro laterale) e anteriori. L’allo@ini
tattile & stata valutata mediante il Von-Frey test8h dalla somministrazione di G-CSF.

A livello delle zampa iniettata la somministraziongl. di 1 pg e 5 pg di G-CSF, induce una
allodinia tattile pit marcata rispetto alla zampmantco laterale posteriore e alle zampe anteriori.
L’allodinia tattile e gia evidente a 2h, € massim&h e torna ai valori di base dopo circa 8h
dall'iniezione (Fig. 16A, 16B).

L’allodinia tattile che si sviluppa a livello delleampe anteriori e contro laterale posteriore in
seguito alla somministrazione intraplantare (i.9.1 ug e 5 pg di G-CSF, € meno marcata rispetto
alla zampa ipsilaterale, ma si manifesta con il @edo andamento temporale della zampa
ipsilaterale (Fig.16A, 16B).
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VonFrey filaments
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Fig.16- Andamento temporale dell'allodinia tattile indmtialla somministrazione di G-CSF (1, 5 pg, i.pl.)

valutato mediante il Von-Frey test sulle zampe dmtiee posteriori(A, B).
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Nel topo la somministrazione sottocute (nel fiandios-CSF (10 pg/topo, s.aetermina allodinia
tattile che si manifesta a livello delle zampe eaote e posteriori con la stessa intensita e il
medesimo andamento temporale: € gia evidentetijrifatdopo I'iniezione, € massima a 5h e torna
ai valori di base dopo circa 10h dalla somministnag di G-CSF. (Fig. 17A, 17B).
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Fig.17- Andamento temporale dell'allodinia tattile
indotta dalla somministrazione di G-CSF (10 pp#, s.c.)
valutato mediante il Von-Frey test sulle zampggori (A)

e posteriori (B).
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Nel topo somministrazioni sistemiche ripetute dCSF (10 ug, s.c., 1 volta al giorno, per 6 giorni)
inducono, a partire dal terzo giorno, un abbassémdglla soglia nocicettiva di base a stimoli fiatti
che si mantiene sino al sesto giorno. L’abbassama®ita soglia nocicettiva di base a stimoli tattil
valutato mediante il Von-Frey test per 6 giornildaomministrazione di G-CSF, é rilevabile sulle

zampe anteriori e posteriori (Fig.18A, 18B).

VonFrey filaments
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S 0.2 --t-- non -treated paw _‘E 0.21 .
9 e Co, Saline o . Ef”';re,‘f' ed pav
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Fig.18- Abbassamento della soglia nocicettiva di baseraddt tattili indotto dalla somministrazione di G-
CSF (10 pg, s.c., 1 volta al giorno, per 6 giowajutato mediante il Von-Frey test sulle zampe @mitie(A) e

posteriori (B).
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Effetto del G-CSF sul numero di leucociti circolant

In topi trattati con G-CSF (1, 5 pg, i.pl. e 10 |8g;.) e sacrificati dopo 5h dal G-CSF al picco
dell'allodinia, il trattamento produce un incrementlose-dipendente nel numero di leucociti
circolanti, che raggiunge il valore massimale igw® alla somministrazione di 5 pg, i.pl. € 10 pg,
s.c. di G-CSF (Fig.19A).

Il time-course della conta leucocitaria valutat@@guito a somministrazione di 5 pg, i.pl. di G-CSF
mostra che i leucociti circolanti raggiungono ilar@ massimale tra le 4-6h dallo stimolo con G-
CSF, quando anche l'allodinia € massima (Fig. 19B).

Nel topo somministrazioni sistemiche ripetute dCSF (10 ug, s.c., 1 volta al giorno, per 6 giorni)

producono al 6 giorno un incremento significativad numero di leucociti circolanti (Fig.19C).

42



A 5h after G-CSF injection
Fedek
bz
8.0x107+ !
= * A
= 7
g 6.0x10 ‘
£ 11 s
g 4.0x1074
z
8 2.0x1074 |_-=|
>
(O]
9 |
(0]
Saline G-CSF  GCSF G-CSF G-CSF
300ng. i.pl. 1ugi.pl. 5ug.i.pl. 10ug. s.c.
B Hours after G-CSF 5 ng i.pl. injection
§8§
Fededek
_ 8.0x1071 1
£
—
é 6.0x107-
S 1
el
%)) 4.0x1074
‘9 — —
§ 2 7 s
8 .0x1074
>3
[
—
Saline 2h 8h
c 6 days after G-CSF injection
2.5x 108+ ese
— ]
£ 2.0x 108
5 T
% 1.5x1084
[
8
1.0x1084
% X
8
2 5.0x1074 — —
1
0 L] L]
Saline G-CSF 10 ug s.c.

Fig.19-Incremento dose-dipendente nel numero di leucdicitolanti.
La dose di 300 ng, i.pl. non determina urréneento significativo
nel numero di leutiodrcolanti (A). Time-course della conta
leucocitaria dopo samistrazione i.pl. di 5 pg di G-CSF (B)

Il trattamento ripeduton G-CSF (10 ug, s.c., 1 volta al giorno,
per 6 giorni) aumeimamaniera significativa il numero di

leucociti circolanti YC
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Effetto del G-CSF sui livelli di espressione di BY&2 nei leucociti circolanti, nella milza e nel

midollo osseo di topo

Nel topo il trattamento sistemico acuto con G-C8F |{g/topo, s.c.) determina allodinia tattile che
e massima a 5h dal G-CSF. Per valutare se la ddeazdella soglia nocicettiva a stimoli tattili
dipenda da Bv8/PK2, abbiamo misurato i livelli dpeessione di Bv8/PK2 nei leucociti circolanti
isolati dal sangue intero, nella milza e nel midastseo al picco dell’allodinia tattile.

A tal fine abbiamo trattato i topi con G-CSF (10/tpgo, s.c.) e salina, e, a 5h dall'iniezione,
abbiamo prelevato campioni di leucociti circolauwti,milza e di midollo osseo, sui quali abbiamo
effettuato I'analisi dell’espressione genica metidReal Time PCR (RT-PCR).

Nel topo il trattamento sistemico ripetuto con GFC@0 pg, s.c., 1 volta al giorno, per 6 giorni)
induce, a partire dal terzo giorno, un abbassameeita soglia nocicettiva di base a stimoli tattili
che si mantiene sino al sesto giorno.

Per valutare se I'abbassamento della soglia naisiaeti base a stimoli tattili dipenda da Bv8/PK2,
abbiamo trattato i topi con G-CSF (10 pg, s.c.oltaval giorno, per 6 giorni) e salina; a 6 gicdai
predetto trattamento, abbiamo prelevato campioniedcociti circolanti, di milza e di midollo

0sseo, sui quali abbiamo effettuato I'analisi @slpressione genica mediante RT-PCR.
L’analisi dell’'espressione genica mediante RealelMCR mostra i seguenti risultati:

- a livello dei leucociti circolanti un significativancremento nei livelli di espressione di
Bv8/PK2 sia a 5h (+16 volte rispetto al controliche 6 giorni (+62 volte rispetto al
controllo) dal trattamento con G-CSF (Fig. 20A, 20B

- alivello della milza, un significativo incrementei livelli di espressione di Bv8/PK2 sia 5h
(+50 volte rispetto al controllo) che a 6 giorni6f volte rispetto al controllo) dalla
somministrazione di G-CSF (Fig.20A, 20B).

- alivello del midollo osseo, un significativo inanento nei livelli di espressione di Bv8/PK2
sia a 5h (+68 volte rispetto al controllo) che gi@ni (+62 volte rispetto al controllo) dalla
somministrazione di G-CSF (Fig.20A, 20B);
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Fig.20- RT-PCR eseguita sui leucociti circolanti, sulldzai

e sul midollo osseo di topo (A, B).
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Effetto di PC1 sulla allodinia tattile da G-CSF

Nel topo il trattamento sistemico acuto con G-C8F |{g/topo, s.c.) determina allodinia tattile che
dura circa 10h e che € massima a 5h dal trattamamoG-CSF. La singola somministrazione
sistemica della molecola PC1 (150 pg/Kg, s.c.)agonista dei recettori PKRs, 10 minuti prima del
trattamento con G-CSF, inibisce per circa 3h ldugyo dell’allodinia tattile; la somministrazione
di PC1 (150 pg/Kg, s.c.) in corrispondenza del pidell’allodinia tattile, abolisce I'allodinia talt
per circa 3h (Fig.21A, 21B).
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Fig.21- Nel topo la singola somministrazione sistemica GilR150 pg/Kg, s.c.) abolisce l'allodinia tattile

indotta dalla somministrazione di G-CSF (10 pg/tapae.) sulle zampe anteriori (&)posteriori (B).
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Nel topo somministrazioni sistemiche ripetute dCSF (10 ug, s.c., 1 volta al giorno, per 6 giorni)
inducono, a partire dal terzo giorno, un abbass#&mdalla soglia nocicettiva di base a stimoli
tattili, che si mantiene costante sino al sestongioll trattamento ripetuto con I'antagonista PC1
(150 ng/Kg, s.c., 2 volte al giorno, per 6 giornguce in maniera significativa I'abbassamento

della soglia nocicettiva di base a stimoli tatsila sulle zampe anteriori che posteriori (Fig.22A,

22B).
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Fig.22- Nel topo il trattamento sistemico ripetuto con P@%0 pg/Kg, s.c., 2 volte al giorno, per 6 giorni)

abolisce quasi del tutto I'abbassamento della soglocicettiva di base a stimoli tattili sia sullamape

anteriori (A) che posteriori (B), prodotto da sonmisirazioni sistemiche ripetute di G-CSF (10 pug,,sl

volta al giorno, per 6 giorni).
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Effetto di PC1 sul numero di leucociti circolanti

In topi trattati con G-CSF (10 pg/topo, s.c.) e RC30 pg/Kg, s.c.), sacrificati a 5h dal G-CSF, la
somministrazione della molecola PC1 10 minuti proea G-CSF, e in grado di ridurre in maniera
significativa 'aumento nel numero di leucociti atanti indotto dal trattamento sistemico acuto
con G-CSF (10 pg/topo, s.c.) (Fig.23A).

La somministrazione della molecola PC1 (150 pgA&Kg,, 2 volte al giorno, per 6 giorni) riduce in

maniera significativa anche I'aumento nel numerdedicociti circolanti indotto dal trattamento

sistemico ripetuto con G-CSF (10 ug, s.c., 1 valtgiorno, per 6 giorni) (Fig. 23B).
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Fig.23- La pre-somministrazione di PC1 (150 pug/Kg s.d,)-fiduce in maniera significativa I'aumento nel
numero di leucociti circolanti indotto dal G-CSFX{ug s.c.) (A). Il trattamento con PC1 (150 ug/Kg,, 2
volte al giorno, per 6 giorni) riduce in manieragsificativa I'aumento nel numero di leucociti citaati

indotto dal trattamento ripetuto con G-CSF (10 pg,, 1 volta al giorno, per 6 giorni).
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Effetto di PC1 sullaumento dei livelli di espressie di Bv8/PK2 nei leucociti circolanti, nella

milza e nel midollo osseo di topo indotto dal G-CSF

Nel topo il trattamento sistemico acuto (10 pg/tapo.) e ripetuto (10 ug, s.c., 1 volta al gionoex,

6 giorni) con G-CSF, determina aumenti nei livellespressione di Bv8/PK2 nei leucociti circolanti,
nella milza e nel midollo osseo.

La singola somministrazione sistemica della mole¢dC1 (150 pg/Kg, s.c.) 10 minuti prima del G-
CSF, riduce ma in maniera non significativa I'auteenei livelli di espressione di Bv8/PK2 nei
leucociti circolanti, nella milza e nel midollo @ss indotto dal trattamento sistemico acuto con G-
CSF (10ug/topo,s.c.) (Fig. 24A)

La somministrazione della molecola PC1 (150 ugkg,, 2 volte al giorno, per 6 giorni) riduce ma
in maniera non significativa 'aumento nei livalli espressione di Bv8/PK2 nei leucociti circolanti,
nella milza e nel midollo osseo, prodotto dal &aténto sistemico ripetuto con G-CSF (10 ug, s.c.,

1 volta al giorno, per 6 giorni) (Fig. 24B).
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DISCUSSIONE

Bv8/Prochineticina 2, che appartiene ad una nutasse di proteine note come Bv8/Prochineticine
(Bv8/PKSs), e coinvolto nella regolazione della saglocicettiva tramite il legame ai recettori PKR1
e PKR2 sui neuroni sensitivi primgNegri et al., 2002).

Bv8/PK2, la cui espressione nei granulociti e smgalata dal processo inflammatorio, € una delle
principali proteine coinvolte nel dolore infiammato(Giannini et al., 2009).

| recettori PKRs rappresentano, quindi, un impdgdoersaglio farmacologico per il trattamento del
dolore inflammatorioin particolare, il blocco del recettore PKR1, ditaistribuzione periferica
(sulle fibre afferenti di piccolo diametro e sul@embrana cellulare di granulociti neutrofili e
macrofagi), potrebbe essere una nuova strategiaighare l'attivazione e la sensitizzazione dei
nocicettori afferenti primari.

Per questa ragione parte del dottorato di ricerstai® dedicato allo studio e alla caratterizzazion
farmacologica di antagonisti dei recettori PKRs)atainati PCs, in particolare di quello che per noi
rappresenta flead coumpound” chiamato PC1.

Riguardo a PC1 é stato dimostrato che: i) € in@iidantagonizzare gli effetti Bv8-indotti sia
vitro chein vivo, ii) € un antagonista selettivo per i recettoriRaKiii) € un ligando preferenziale
per PKR1. L'effetto antiiperalgesico di PC1 insonggidamente, suggerendo un antagonismo
diretto sui recettori PKRs dei nocicettori primari.

Dal momento che e stato dimostrato che PC1 e waganista selettivo per i recettori PKRs, tale
molecola potrebbe rappresentare un nuovo appree@peutico nei modelli di dolore in cui viene
dimostrata I'attivazione del sistema Bv8/Prochiciee.

Come abbiamo dimostrato in precedenza, Bv8/PK2 sporesabile del dolore infiammatorio
associato ad infiltrazione granulocitaria (Gianrehial., 2009). Poiché in condizioni infiammatorie
il G-CSF ¢ il principale up-regolatore di Bv8/PK&imgranulociti neutrofili CD11b+Gr1+ derivanti
dal midollo osseo (Shojaei et al., 2007; Giannihiak 2009; Zhong C et al., 2009) e la sua
somministrazione, sia nelluomo sia nel topo, paadolore (Johnston E., et al., 2000; Mense S
and Simons DG., 2001; Holmes F.A. et al., 2002,eG1l., et al., 2003; Carvalho TT et al., 2011),
e plausibile ipotizzare che Bv8/PK2 sia un imporgamediatore nel dolore da G-CSFale ipotesi

e stata valutata sia nell’'uomo che nel topo.

Nelluomo e stato dimostrato che la terapia aditwaton G-CSF (100 ug/Kg, s.c.) induce nei
leucociti circolanti una marcata up-regolazioneBu8/PK2 a +1 giorno e +2 giorni dallo stimolo
con G-CSF quando il paziente lamenta dolore e qudmaimero di granulociti neutrofili circolanti

€ massimo
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La somministrazione di G-CSF determina anche uneatonsignificativo dei livelli ematici di
proteina Bv8/PK2 a +6 giorni dal G-CSF che si regigiuando il paziente lamenta dolore severo e
quando il numero di granulociti neutrofili circola®e ancora elevato. Il picco del dolore a +6 giorn
dal G-CSF potrebbe dipendere da un duplice meaoanig dall’attivazione dei recettori PKRs
presenti sui nocicettori periferici (in particolagelle fibre C) da parte di Bv8/PK2 ematico (Negjri
al., 2002); ii) dall’azione diretta del G-CSF suios recettori (G-CSFR) presenti sui nocicettori di
gruppo Il (fibre A5) e gruppo IV (fibre C), localizzati nel midollo =0, in particolare nel periostio
(Johnston E., et al., 2000; Mense S and Simons P@®]; Holmes F.A. et al., 2002; Green M., et
al., 2003).

Dal momento che non era possibile testare PCluoetib, abbiamo traslato lo studio dall'uomo al
topo ed abbiamo valutato nel topo la capacita di Bi®loccare il dolore da G-CSF-