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Capitolo I:
LA FARMACOLOGIA NEL PANORAMA SCIENTIFICO ATTUALE

Un dato recente dellgood and Drug Administratiosul numero di farmaci messi in
commercio nell’'ultimo anno riflette una tendenzaipwa degli ultimi anni legata, tra i
vari fattori, alla spinta dell'industria farmacezdiverso lo sviluppo di farmaci orfani e di
nuova generazione, come i farmaci biologici o bivkiri *. Tuttavia, questo dato
corrisponde solo in parte al grado di avanzamengtle dconoscenze in ambito
biotecnologico e bioinformatico registrato neglimi dieci anni.

Ad oggi, il processo di elaborazione delle informak derivate dalla progressiva
interpretazione delle varianti genetiche della papone, associate a predisposizioni a
patologie o alla differente risposta a un farmasta,orientando la ricerca farmacologica
verso lo sviluppo di una medicina personalizzataa thle prospettiva sta gradualmente
rivoluzionando i processi produttivi e, piu in geale, l'utilizzo dei farmaci in terapia
sulla base del concetto “un paziente, un farmaca,dose”.

Tuttavia, fino ad oggi tale approccio sembra sdddisa fatica i criteri necessari al
trasferimento delle conoscenze alla realta clingzdla ridefinizione di nuovi criteri di
diagnosi, sia nel necessari la richiesta del mer&aimaceutico di nuove molecole: ai
costi di sviluppo, brevetto e produzione, spessocurrisponde un utile che giustifichi la
spesa complessiva. E opportuno precisare chedecéidn questo ambito da sempre si
interroga sulle possibili strategie da adottare megliorare il meccanismo “a collo di
bottiglia” che contraddistingue il processo di pipne.

by

A fronte di questo trend negli ultimi anni é statdrapreso un vero e proprio
percorso di auto-analisi per individuare gli elethepiu critici alla base della
sproporzione trautcomefallimentari e positivi. E opportuno citare in@frcome questa
analisi esuli da aspetti strettamente scientificiando si riconoscono nella produzione
scientifica, non solo in campo biomedico, alcumi @trutturali tra i quali, la dipendenza
economica degli enti di ricerca dalla produzionelai pubblicabili, ben sintetizzato dal
motto “publish or perish”? ed il processo di revisione tra pari non semprgarziale e

spesso soggetto a logiche di reciproca “soliddrieta



Se da una parte tali meccanismi contribuiscono ragliare il numero di false
evidenze all'origine del processo di sviluppo dminfaco, sono stati altresi individuati
ulteriori elementi che possono alterare I'affidahildel dato, relativi alla conduzione di
uno studio sperimentale preclinico sia nei suoktspeoretici e tecnico-scientifici. Tra
guesti, i fattori principali sono stati individuatippunto, nella difficolta di trasferimento
di conoscenze dall’ambito preclinico a quello dmisecondo il concetto. In risposta a
questa problematica, negli ultimi dieci anni in @mbnazionale® europeo® e
internazionalé ’ si & assistito ad un ingente investimento di ss@ alla fondazione di
nuove realta accademiche per la produzione di méescientifico e alla fondazione di
un nuovo settore di ricerca biomedica.

La medicina traslazionale, il concettisxdm benchside to bedsidélal bancone del
laboratorio al letto d’ospedale) definisce le canmhi e i prerequisiti per trasferire i
risultati ottenuti dalla ricerca preclinica e biaiea ad applicazioni cliniche, portando ad
un miglioramento della cura del paziente accelevatild progresso del grado di
innovazione scientifica alla realta clinica in memi tempestiva ed efficace, fornendo
risultati affidabili®°.



Capitolo II:
IL MODELLO SPERIMENTALE DI MALATTIA, ASPETTI ETICI E
LEGISLATIVI

L’applicazione di un modello sperimentale dipendecdncetti epistemologici quali:
fine dell'analisi, conoscenza pregressa e ossamazidellevento. Solo in seguito
all'analisi di questi aspetti & possibile sceglidmmodello sperimentale piu adeguato alla
sperimentazione in oggetto o valutarne l'utilitabiase a criteri sia etici che funzionali.
L’evento puo essere rappresentato dal comportantnioa molecola endogena, di un
farmaco o dalla variazione di un parametro fisiadog 'osservazione comprende la
costruzione del modello, lo stato fisiologico o @agico in cui si osserva I'evento, il
modello come sistema (es. grado di complessitdpgeado di perturbazione del sistema
determinato dall'osservazione stessa o0 da alttbriala conoscenza pregressa € legata
alla strategia adottata per ottenere le informazatranalisi da condurre e lo stato delle
conoscenze al momento dell’analisi.

Nei paragrafi successivi saranno trattati gli eletnaspetto ai quali puo definirsi
funzionale il modello sperimentale in base allarjita e alla qualita di informazione
trasferibile alla dimensione clinica dei fenomenbplbagici. Gli aspetti etici della
conduzione di uno studio preclinico riguardano atiptto I'impiego di animali nelle
procedure.

La questione etica sull'utilizzo degli animali p& sperimentazione scientifica
implica diverse domande. La piu immediata e sinedtate connessa all'aspetto
scientifico: la ricerca animal®ornisce informazioni essenziali che non possorseres
ottenute altrimenti? Anche una risposta affermatavdale domanda non risolve la
guestione etica se sia accettabile 0 meno utikzzanimali in procedure che possano
causare loro dolore, sofferenza e distress. Queshzetto, e tutte le sue possibili
implicazioni etiche sono state trattate per estessulla base di principi etico-
epistemologici durante la sedute del Nuffield Caluan Bioethics dell’Aprile 2005. In
guesta sede sono stati definiti i criteri da comsade nel processo decision makingn
ambito etico valutabili secondo una visione congeqialista o deontologica. In base alla
prima di queste, il valore morale delle azioni umad il loro giudizio € determinato

principalmente dal loro risultato. Questo tipo gqipeoccio solitamente non enfatizza



aspetti relativi a diritti inviolabili di chi compi (agente morale) e chi subisce (soggetto
morale) azioni eticamente valutabili; per la se@rsione ogni tipo di azione possiede
un valore intrinseco giusto o sbhagliato che dipestal@n sistema formale basato su diritti
inviolabili. All'interno della discussione vengondentificate le seguenti proprieta, non
esclusive, che definiscono un soggetto morale:

* Senzienzasentiencgcome capacita di esperire piacere e dolore.

» Capacita cognitive sviluppate (higher cognitive capacitigsche includono la
consapevolezza del bene e del male, del sé, ilepsssdi liberta e di volonta
razionale, quest’ultima intesa come capacita dieaggcondo regole autodefinite per
perseguire determinati fini (es. l'utilizzo di stnenti, la comunicazione inter-
individuale, la capacita di assegnare parole aetigg

» Capacita di prosperare (capacity to flourish , ovvero di perseguire i bisogni
specie-specifici. Tale proprieta include una sefiiailteriori considerazioni legate
allarricchimento ambientale, alla procreazione eddla e alle modificazioni

genetiche.

» Socialita (sociability), la capacita di creare legami sociali 0 comumtéa-specie o
con l'uomo.

* Possesso di una vita

Inoltre, viene rifiutato come criterio etico I'ew@sza di una proprieta fondamentale e
la necessita che per definirsi tale un soggettoataoesprima tutte le proprieta sopra
citate; 'assegnazione di una determinata spedieip& precisa applicazione; e qualsiasi
sistema che individui un particolare ordine geremehdi specie con I'essere umano
all'apice.

Sulla base di questi principi il dibattito tra vdrsistakeholdersion e sfociato in una
posizione comune in merito alla questione, quantattqsto alla definizione di cinque

diverse posizioni:

1. Tesi antropocentrica (“anything goes): se la sperimentazione animale mostra un
valore per 'uomo, non € necessaria alcuna giaatifone etica,



2. Tesi compromissoria(“on balance)): si giustifica pienamente la sperimentazione, a
condizione che ogni decisione sia presa con kezzea che il costo per 'animale sia

di minore entita possibile;

3. Il dilemma morale: la scelta che sia eticamente accettabile o menovala
comunque problematica poiché in un caso nuoce dsere animale, nell’altro
altro alla salute umana;

4. Tesi abolizionista: che non riconosce alcun valore etico nella speriamone
animale, se 'uomo usa l'animale per scopi sciantib fa solo in ragione della
capacita di poterlo fare e non perché sia eticagnginsto'’.

A seguito di un complesso processo di revisiondadBlirettiva 86/609/EEC,
’'Unione Europea ha abbracciato un quadro teoretioodo: con posizioni sia
consequenzialiste che deontologiche e nel complepgo aderenti alla tesi
compromissoria, ammettendo la possibilita di svagen progetto di ricerca che implica
'uso di animali a condizione che questo incontnauserie di requisiti concernenti gli
obiettivi della ricerca e le sue probabilita di se®so, le specie animali utilizzate, I'effetto
delle procedure sugli animali usati negli esperitnema accessibilita a metodi alternativi.
Percid esperimenti che provocano sofferenza in mpi@ numero di animali, con
obiettivi scarsamente significativi e bassa prolitakili successo e soprattutto in presenza
di metodi alternativi, molto difficilmente possoressere considerati accettabili. Al
contrario, un progetto di studio che mostri umlatjualita del disegno sperimentale
(basato su di una precedente revisione sistemagita letteratura) e della probabilita di
successo data dal grado di predittivita e di énalsilita dei dati in clinica, puo essere
considerato eticamente accettabile, almeno fincbé saranno disponibili metodi
alternativi altrettanto affidabili rispetto al mdlbeanimale.



Figura 1: Criteri per valutare I'accettabilita di un protgeti ricerca
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NB. Se le caratteristiche del progetto ricadonoriggladro opaco del cubo , lo studio non
dovrebbe essere condotto. Immagine tratta da JgrMimnd Smith J Hanbook for Lay
Members of Local Ethical Review Processe®r§ham: RSPCA). Immagine © Patrick

Bateson 1986

A piu riprese la comunita scientifica ha trasme$sonecessita di adottare un
consenso generico sulle modalita per affrontargonatocollo di studio che coinvolga
l'uso di animali, in seguito adottato e diffuso diversi report e piani regolatori,
compreso quello sovranazionale della UE.

L’approccio delle 3R segue i seguenti principiune il numero di animali utilizzati
a partire dal disegno sperimentaie@uction; ridurre procedure inumane e promuovere
il benessere degli animali utilizzatRéfinement sostituire, quando possibile organismi
viventi con materiale biologico insenzienReplacement'.

Nel 1986, la Comunita Europea (oggi Unione Europes)adottato la Direttiva
86/609/EEC sulla protezione degli animali utilizzpér scopi scientifici. Ventiquattro
anni dopo, a seguito di un dibattito pubblico clhechinvolto diversstakeholdersnclusi
membri della comunita scientifica, protezionisti agsociazioni di pazienti, € stata
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introdotta la Direttiva 2010/63/EU, che obbligavaSjati Membri a trasporre la direttiva
entro il 10 Novembre 2012 ed a darne applicazioparéire dall’ 1 Gennaio 2013. Da
parte propria I'ltalia ha pubblicato il decreto iggtivo di recepimento in data 4 marzo
2014 riproponendo in modo pressoché fedele I'impian gli obiettivi della normativa
europea di riferimento, sebbene con poche ma gigtife eccezioni che rendono il
presente decreto piu restrittivo rispetto alla ttiva sovranazionale. In particolare,
I'articolo 5.2 del D.Isg, concernente le finalitalleé procedure, vieta I'uso di animali per
la determinazione della L9 e della LGy , per la ricerca su sostanze d’abuso e per la
produzione di anticorpi tramite induzione dell'dsgisalvo specifiche di altre normative
nazionali e della Farmacopea; per gli studi mediatnotrapianto (considerato come
trapianto di organo intero); nella didattica, fagtacezione per i corsi di formazione e di

alta formazione veterinaria e per i corsi di attarfazione del personale medico.

Alcune delle disposizioni maggiormente di nota @l&b1) includono la definizione
del personale necessario ed il suo coordinamentdopgvolgimento delle procedure, i
requisiti per la cura e la stabulazione, i metagh b sacrificio e la classificazione della
gravita delle procedure atta ad ottenere un rigigparato regolatorio di riferimento.
Inoltre, in accordo con il principio delle 3R elentitte le misure da adottare in base alle
conoscenze aggiornate sui fattori che influenzarmemessere animale e sulla proprieta
delle diverse specie di provare dolore, sofferedisdress e di subire danni permanenti. Il
principio delle 3R € citato in diversi contesti: @kempio se la sostituzione (Replace
con metodi alternativi non & possibile (Articolo C&mma 2 b), le procedure devono
essere condotte limitando al minimo il numero deglimali utilizzato (i.e.Reducg
Assicurarsi il benessere dellanimale durante labsazione e la riproduzione e,
coerentemente agli obiettivi del progetto di riegerdimitare il dolore dell’animale
mediante trattamento con analgesici (Articoli 1 @uab; 14 Comma 1. Vedi Tabella 1).
Altre disposizioni, inoltre, regolano la formaziodel personale e in diversi casi rendono
obbligatoria la presenza di un veterinario (a ddfeza della direttiva UE) al fine di
assicurare un corretto svolgimento delle procedrrdi ottenere risultati affidabili.
Attraverso I'adozione di queste misure e possipilevvedere ad un adeguato welfare
dell’animale e a migliorare la qualita della ricer®. Tali disposizioni, derivanti dalla
necessita di un approccio etico alla speriment&ziwmn devono essere considerate come
una semplice restrizione dell’'utilizzo degli animaha come una serie di linee guida utili
a migliorare la qualita della ricerca in termini alicuratezza e nell'ottimizzazione del
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modello. Il concetto che dolore e stress rapprasenin bias che influenza il risultato
sperimentale aggiunge un nuovo stimolo ad ottinnezda procedure e migliorare il
benessere animale. Ulteriori misure per la riduzidel numero degli animali utilizzati
consistono nell'impiego di strumenti statistici pgeterminarea priori la solidita del

disegno sperimentale, definendo il numero necesshrreplicati, riducendo i duplicati

sperimentali e I'errore casudie

Per cio che concerne la sostituzione del modelimale con metodi alternativi, negli
ultimi anni si é assistito ad un notevole increroentricerca di base, applicata e sui test
regolatori: metodichean vitro, modelli e analisiin silico o studi, con le opportune
considerazioni etiche, su volontari umani. | maggiwogressi sono stati ottenuti grazie
agli studi di cristallografia a raggi X, che hanpermesso di trasferire le informazioni
derivate dalla struttura molecolare tridimensionale sistemi computazionali. La
successiva nascita della chimica computazional® eviluppo di sistemi diHigh
Throughput ScreeningHTS) per la valutazione precoce dei candidati girhanno
sostituito in parte test di farmacodinamiae test tossicologici 15, 16. Tuttavia, non
esistono al momento metodi alternativi che possfmoire un modello completo e
verosimile di malattia animale, soprattutto a cadeshlivello di complessita dei sistemi
biologici e alla mancanza di conoscenza di diversccanismi fisiologici e fiopatologici.
Se la completa sostituzione non é applicabile, gagere considerato I'utilizzo di specie
con uno sviluppo neurologico limitato, eseguend@naisi sul grado di conservazione
genetica o sull'osservazione di meccanismi fisimognaloghi a quelli umani. Organismi
piu semplici possono essere percio utili in detaeatiiprotocolli di studio: il nematode.
Elegans, ad esempio, rappresenta un modello animale tetwato utile agli studi delle
malattie neurodegenerative grazie alla sua fadiittnantenimento e dell’alto grado di
conservazione dei meccanismi di trasduzione delaegroteict’.

Varie critiche sull’effettivo contributo scientificdella sperimentazione animale si
basano sull’'evidente discrepanza con i criteri,tapiu rigidi, utilizzati nei test clinici. In
diversi casi infatti i protocolli di studio non vgono condotti adeguatamente e alla luce
di revisioni sistematiche della letteratufa A questo proposito sono state recentemente
pubblicate alcune linee guida, che includono veprepri diagrammi di flusso per il
disegno sperimental€ e su come condurre una ricerca sistematica defileratura al
fine di ridurre la duplicazione di studi condotti precedenza che offrono gia di per sé
valide informazioni'®. In questo modo & inoltre possibile diffonderebleona pratica
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della valutazione dell'appropriatezza di diversidalh animali e delle specie usate per
soddisfare specifiche necessita sperimentali, mdfoeinoltre piu alti standard per la
conduzione di nuovi stutfi
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Tabella 1.Elementi rilevanti del dlg. 26/2014 a confronto damlirettiva UE 63/2010

Cfr. Direttiva UE

96/2010

f) utilizzatore, la persona fisica o giuridical
autorizzata a _porre in__esercizio und
stabilimento in cui vengono eseguite le
procedure, con o senza scopo di lucro;

g) responsabile del progetto di ricerca, la
persona fisica titolare dell'autorizzazione del
progetto, che provvede all'elaborazione delle
procedure e di progetti ed e' responsabile
degli aspetti user means any natural or
amministrativi e scientifici; legal person _using
h) responsabile del benessere animale, |a animals in procedures
persona responsabile del benessere |e whether for profit or not.
dell'assistenza degli animali e del g); h);i); m); q): categorie
funzionamento delle attrezzature di uno o pifi relative  agli  aspetti
stabilimenti; scientifici delle procedure,
i) membro scientifico, ricercatore o non definite nel testo
scienziato tecnico e teorico nei vari campi di
indagine tecnico-scientifica che
appartenendo alla comunita scientifical
comunica i risultati dei propri lavori
attraverso pubblicazioni;

) xenotrapianto, trapianto di uno o piu
organi effettuato tra animali di specie
diverse.

Non possono essere autorizzate le procedute:
a) per la produzione e il controllo di
materiale bellico;

b) per i test tossicologici con i protocolli
della_Lethal Dose -LEBy e della Lethal
Concentration - L&, tranne i casi in cui
risulti  obbligatorio da legislazioni o
farmacopee nazionali o internazionali;

c) per la produzione di anticorpi monoclonal
tramite l'induzione dell'ascite, qualord
esistano corrispondenti altri  metodi di
produzione e non risulti obbligatorio da
legislazioni o farmacopee nazionali o
internazionali;

d) per le ricerche sugli xenotrapianti di cu
all'articolo 3, comma 1, lettera q);

e) per le ricerche sulle sostanze d'abuso;

f) nel corso delle esercitazioni didattiche
svolte nelle scuole primarie, secondarie e nei
corsi universitari, ad eccezione della
formazione universitaria in  medicina
veterinaria  nonché dell'alta formazione
universitaria dei medici e dei medici
veterinari.

veterinario designato Veterinarian or another
competent person

2 Definizioni 1

7

0]

Finalita
5 delle 2
procedure

Non presente nel testo

vari Varie vari
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Capitolo III:
CARATTERISTICHE TRASLAZIONALI DEI MODELLI
IN VITRO, IN VIVO, EDIN SILICO

[11.1 Aspetti epistemologici e traslazionali dei rdelli sperimentali

Un modello sperimentale o biomedico si definisceneaun sostituente di un essere
umano o di un sistema biologico umano che puo esssto per comprendere funzioni
normali ed anormali, dal gene al fenotipo e chanifme la base per un intervento di
profilassi o terapeutico nelle malattie umafieTale definizione implica una serie di
categorie che definiscono I'ambito di applicaziated modello ed il suo utilizzo, e nel
contempo pone una serie di problematiche relativesum grado di affidabilita.
Considerando questi concetti di base e possibilappare un sistema per distinguere i
vari modelli e definirne l'adeguatezza di applicam® a seconda del grado di
verosimiglianza con la patologia o il meccanismdojogico umano. Su queste basi e
possibile distinguere gli elementi da definire pEtenere uno schema teorico che
caratterizza il modello sperimentale ed il suo etbor impiego. Ad esempio, il sistema
proposto da Sams-Dodds permette di assegnare ueggim al modello utilizzato;
guesto viene calcolato sulla base alla capacitéomire unaproof of mechanisma
seconda delle caratteristiche di verosimiglianza slinico-sintomatologica fgce
validity), che meccanicistica construct validity, considerando come parametro

principale il grado di complessita del sistema-niiod®.

Un organismo vivente € un sistema complesso, adstila sotto-sistemi a loro volta
complessi ed interagenti. Partendo da questo ppestp la malattia pud essere
considerata come una perturbazione di tale sistér@asua simulazionén toto e la
possibilita di collezionare e interpretare tuttdati pertinenti con gli strumenti oggi
disponibili € impossibile senza I'utilizzo di un oElo animale. D’altro canto, la ricerca
in vivo ha mostrato come le differenze inter-specie spaeagpermettano di ottenere gli
outcomeprevisti nella fase clinic&.

Il classico percorso teoretico di uno studio speritale procede per induzione,
tramite l'utilizzo di sistemi basati su material@lbgico (n vitro), tramite un altro

organismo viventeirf vivo) o di un modello matematico/computazionated(lico); e per
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deduzione, in base all'informazione che da essvddramite I'analisi (ancoran silico)

dei dati ottenuti (Figura 2). Il processo induttsidbasa sull’'osservazione sperimentale di
un fenomeno in un sistema che permetta di ossemamg@surare le variazioni degli
elementi che compongono il sistema stesso. In queso, lo studio, attraverso I'analisi
meccanicistica, procede per astrazioni successive,una progressiva separazione dei
sotto-insiemi biologici fino all’identificazione din preciso meccanismo da analizzare.
Uno studio che esamina i processi infiammatorieseimpio, in un modellm vitro pud
focalizzarsi su di una componente precisa delm@tenmunitario come, ad esempio, |l
processo di diapédesi linfocitario. Conoscendo dietatura relativa apathway di
espressione delle molecole coinvolte nel fenomenon modello di co-coltura epiteliale

e linfocitico puo essere osservata un’alteraziaglBesgpressione delle molecole associate
al fenomeno di diapédesi. Una domanda scientifieapo emergere e se, una patologia
nella quale é coinvolto il sistema immune possaresassociata a queste variazioni, se un
farmaco possa interagire in senso terapeutico goedcanismi osservati 0, se uno gia

esistente, possa avere una nuova applicazioneest@meccanismo fisiopatologico.

Un aspetto fondamentale della sperimentazionégtro risiede nella natura stessa del
sistema in osservazione, costituito necessariamagateomponenti biologiche isolate.
Percio e di fondamentale importanza mantenere taizimne di tali componenti il piu
possibile rappresentativa e coerente all'obiettietlo studio eliminando ogni possibile
fattore che possa influire su questi due parameioi.concerne, ad esempio, le procedure
di raccolta ed isolamento del materiale che defenig primo step di preparazione del
campione. Uno studio tissutale, che pud avere teaeatdescrittivo (es. analisi
d’espressione, istologia) o funzionale (es. stuettmiografici) a seconda che |l
campione in esame possa essere 0 meno mantenaf® dutrante I'analisi. Nel primo
caso l'obiettivo e ottenere unistantanea” dellendizione fisiologica del tessuto al
momento del prelievo (i.e. congelamento, immersiondormaldeide), nel secondo e
necessario adottare tutte le misure possibili pantanere funzionale il tessuto (es.
tramite I'immersione in tamponi salini ossigenati).

L'utilizzo di un modelloin vivo permette di osservare il target in studio in wtesna
dinamico. Percio da un lato permette di aumentdreeilo di complessita del sistema e
di migliorare il grado di predittivita rispetto @fganismo, dall’altro lo stesso grado di
complessita, se il sistema viene perturbato conmecao dell'induzione di uno stato
patologico, pud produrre dei fenomeni che possdaggie all’analisi. Tuttavia, come
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verra descritto piu dettagliatamente nel corscadedittazione, anche i sistemivitro che
utilizzano sistemi cellulari, anch’essi complegsssono essere soggetti ad alterazioni
indotte dagli stessi elementi costitutivi del mdoletome i processi di immortalizzazione
delle linee cellulari continue. Se i modeiisilico invece, non possono essere soggetti ad
alcuna perturbazione data da un fenomeno emergedédinibile, denotano altresi un
limite ontologico dato dalla conoscenza umana, lgbiealizzati immettendo nel sistema

i dati a disposizione per rappresentare la reaiapfatologica, nel caso della simulazione
di una malattia, o per decifrare I'informazioneeotita da precedenti esperimenti, nel

caso dell’analisi dati .

Figura 2: Modello classico induttivo-deduttivo di uno studiperimentale

[ Fenomeno Biologico J

Nuovo dato ESperlmenFo in
vitro/in vivo

’ /N

’ Risultati sperimentali,

Ipotesi

Esperimentoin
analisi dei dati

silico simulazione

AN 4 4

Modello matematico o Nuovo dato
computazionale

Acquisizione di nuove
conoscenze

Figura 2. La progressiva creazione di conoscenbasa sull’indagine per induzione attraverso izeib di
modelli sperimentali e per deduzione attraversodli dei dati, si noti che il modeliiln silico sono essere
utilizzati in almeno uno dei due processi desciite. analisi del dato). Immagine tratta da Woelke
AL, Murgueitio MS, Preissner R - Theoretical modgltechniques and their impact on tumor immunology.

Clin Dev Immunol. 2010;2010:271794
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a) Obiettivo della sperimentazione

Le fasi della sperimentazione in ambito farmacalogi pongono una prima
distinzione che definisce i diversi modelli appbda Nella fase precoce di drug
discovery é determinante I'applicazione di modgilisilico quali, ad esempio I'analisi
QSAR che non necessitano della simulazione di @adtar patologica, si analizzano
unicamente gli elementi fondamentali della possilgttivita di una molecola, ovvero
guelle caratteristiche chimiche che ne determinanterazione con un target biologico
(es. docking molecolare). Tale processo si bada sappresentazione virtuale dei due
elementi e prevede I'utilizzo di banche dati coet&ntutte le varianti chimiche possibili
del candidato farmaco e tutti i target biologici dii e disponibile una struttura
cristallografica. Tale sistema da un punto di visiaretico, puo non distinguere il target
in base al suo ruolo biologico, si basa unicameste principi della chimica
combinatoria; € completamente automatizzato e @cesgs continuo. La capacita di
analisi in questo caso definisce la categoria @ndigie come high throughput
screening, nella quale rientrano anche i piu recantli del genoma intero (Genome
Wide Association Studies - GWAS).

Altri approcci (i.e. in vitro) utilizzati nella fas precoce di sviluppo del farmaco
prevedono l'utilizzo di materiale biologico che papsenti una realta fisiologica cellulare
o fisiopatologica e vedono una piu vasta appliagaziper le malattie caratterizzate da un’
eziopatogenesi multifattoriale o non del tutto chidn questo caso, puo essere utilizzato
materiale biologico derivato dal paziente (es. ipvel bioptico, di sangue o plasma),
protocollo comune, ad esempio, nella speriment&zarcologica e possibile solo grazie
al supporto di una realta clinica coinvolta nel getto di studio. Il tessuto tumorale,
inoltre, permette il suo mantenimento in colturattdre da considerare comunque nel
confronto con la reale dimensione fisiologica (erosimiglianza meccanicistica). Per
guesto motivo, lI'importanza del modello di tumorgeaftment nel modello animale,
provvede a fornire una serie di elementi utili aymedere un’adeguata verosimiglianza
meccanicistica. Si noti, che questo modello é htteate realizzabile sul territorio
nazionale poiché esente da divieto solo grazieragpportuna distinzione dal trapianto
di organo intero (vedi Tabella 1 - xenotrapianti).

Nel caso non sia possibile il mantenimento in ¢altlel materiale biologico derivato
dal paziente, si applicano delle metodiche cheafissle caratteristiche biologiche al
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momento dell’espianto, elemento determinante pe&etasimiglianza meccanicistica del
materiale biologico. Tra le piu comuni, il congelmto del tessuto in azoto liquido (snap
freeze), o la fissazione chimica tramite formalédeilth questo caso I'obiettivo dell’analisi
(i.e. studio tissutale) deve limitarsi ad un canat descrittivo, anche se altamente
predittivo, che riguarda la quantificazione di uarget biologico. Uno studio
meccanicistico invece, comprende l'osservazionardina del comportamento di un
target in determinate condizioni, quando il sistebi@ogico viene condizionato per
simulare meccanismi fisiopatologici in presenzaenmdi una condizione terapeutica o
che ponga i presupposti per un intervento di qugsteere. In questo senso, si definisce
proof of mechanism l'evidenza che la variazioneudi fattore biologico induce un
particolare effetto. La forza di tale evidenzahasa sul grado di comprensione di tutti gli

elementi del sistema nel quale si é osservata/saiazione.

Per cio che riguarda le fasi piu avanzate del msmeali sviluppo del farmaco, gli
studi di farmaco-cinetica e farmaco-dinamica soibgro l'uso di  modelli
matematici/computazionali (tramite l'utilizzo di wagioni differenziali), che possono
basarsi sui parametri conosciuti, e quindi simlilabdei compartimenti biologici umani
deputati ad assorbimento, distribuzione, metabaligu escrezione del farmaco ( i.e.
ADME). In particolare, recenti studi hanno propostea sistema innovativo per
considerare i parametri di biodisponibilita sistea{ky9 dopo somministrazione orale,
che comprendessero le informazioni relative non abmeccanismo di first-pass epatico,
ma anche intestinal&. Tra questi i modelli ACAT*? e ADAM 2® sono attualmente
utilizzati in ambito accademico ed industriale @@ permesso l'interpretazione dei dati
in base ai parametri relativi ad eta e profilo ejeo del paziente, fisiopatologia della
malattia e formulazione del farmaco. Da questenpsse emergono alcuni elementi
intrinseci alla costruzione del modello che nemiséiono la loro funzione.

b) Malattia

A seconda del carattere eziologico della malattiaggetto lo sviluppo o la scelta di
un modello sperimentale cambia drasticamente: asb @i una malattia con eziologia
nota, come nel caso di una malattia infettiva, oldello sperimentale si ottiene inserendo
il fattore eziopatogenico nel sistema biologicopanlando ad esempio in vivo, 0
aggiungendo nel mezzo di coltura in vitro, 'agemiettivo o una sua componente. Piu
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comunemente la malattia in studio & caratterizdatan’eziologia non del tutto chiara o
completamente sconosciuta. In questo caso lo $alp la valutazione) del modello si
deve basare su un grado di conoscenza parziake piiblogia e sulla simulazione dei
meccanismi che si considerano coinvolti nella ssiagatologia. In questo senso, in base
al fine della sperimentazione, il modello pu0 ragentare un singolo meccanismo
fisiopatologico o una serie di meccanismi atti ad vappresentazione approssimata della
realta fisiopatologica umana. A tale scopo e imgrehbile un aggiornamento periodico
delle conoscenze attraverso una revisione sistemakella letteratura scientifica per

assicurarsi della coerenza del modello in utilizzo.

Come altri compartimenti biologici I'intestino e ggetto a malattie che possono
essere definite in maniera univoca solo da una skeqarametri clinici e sintomatologici
(i.,e. malattia funzionale) piuttosto che da altevar biologiche chiare (i.e. malattia
organica). Cio rappresenta il limite maggiore ahdluppo di un valido modello di
malattia, insieme alla mancanza di una chiara egialdel disturbo. Altra caratteristica
che rende problematica per la costruzione di unathme il carattere multifattoriale della
patologia come accennato sopra. Nei paragrafi ssbgée la trattazione prendera in
considerazione due patologie che denotano questattaréstiche: la sindrome

dell'intestino irritabile e le malattie infiammatercroniche intestinali.

c) Biomarcatori, end-point primari, end-point surrogat

La necessita di stabilire il significato o menolé@elariazioni osservate in un sistema
biologico che sia una cellula, un modello speriraknb l'intero organismo umano ha
portato la ricerca biomedica e farmacologica akdinizione di tre parametri riferiti
all'aspetto preclinico e clinico della sperimentam. Un biomarcatore biologico € una
caratteristica misurabile obiettivamente e valdeabome indicatore di processi biologici
normali, processi fisiopatologici o risposte farmiagiche ad un intervento terapeutico
24_Gli end-point primari si riferiscono agli outcordella sperimentazione clinica, ovvero
rappresentano gli elementi che forniscono un’infazrane sulla variazione di salute del
paziente. Sono definiti come caratteristiche cflettbno come si sente il paziente, come
espleta le sue funzioni biologiche o la sua sopv@nza. Un end-point surrogato invece,
viene inteso come parametro scientifico (es. epid@gico, terapeutico o relativo alla
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fisiopatologia) che possa sostituire un end-poiitiap, ovvero un biomarker che si
possa definire anche end-point.. A seconda delliegzione, possono essere distinte

guattro categorie di biomarcatori:

- Biomarcatori diagnostici: se la caratteristica ogs& riguarda la presenza o meno di
una malattia o la sua progressione (biomarcatoognamstico). Puo invece avere
carattere predittivo nel caso indichi quale mecsraoi di azione potrebbe essere di
maggior beneficio per un paziente o se lo stessegpmcorrere ad eventi avversi ad

una particolare terapia.

- Biomarcatori dell’attivita patologica: misurano Igravita della patologia e di
conseguenza la risposta ad un trattamento terapeatcuni di questi possono essere

usati per valutare le reazioni avverse al farmaco.

- Biomarcatori d'efficacia del farmaco: misurano Ivdllo di interazione della
molecola in esame con il target biologico, consedteottenere informazioni
preliminari sulla dose.

- Biomarcatori della cinetica del farmaco: relatilfeanformazioni sui polimorfismi e
varianti genetiche associate ad enzimi e trasportat

Lo sforzo della comunita scientifica nello studio duovi biomarcatori, ma
soprattutto il tentativo di armonizzare, classifee e in generale trovare un consenso
comune sui criteri di validazione dei diversi bioosori si € concretizzato nella
fondazione di numerosi consorzi tra i quali il ‘Bictive Safety Testing Consortfited il

Biomarkers Consortiurf?.

[11.2 Fisiopatologia della sindrome dell'intestinarritabile

La sindrome dell'intestino irritabile (irritable fa@l syndrome - IBS) € un disturbo
funzionale cronico caratterizzato da dolore visleeagsociato ad alterazioni dell’alvo che
possono manifestarsi come stipsi (IBS-D), diartB&{D), o con I'alternanza di entrambi
i sintomi (mixed IBS-M). Questa patologia coinvolge circa I' 11%lld popolazione

mondiale con una prevalenza legata al genere fetleni@v% maggiore rispetto a quello
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maschile) ed una variabilita geografica compresal f% del Sud dell'Asia e il 21% del
Sud America.

L’incidenza in un cosi ampio spettro della popalaz genera sia costi diretti per il
SSN, relativi allaccesso alle strutture mediche mdiretti, legati ad un generale
peggioramento della qualita della vita inclusoigtdrbo dell’attivita lavorativa. Ad oggi
rimane sconosciuta l'eziologia né sono stati irdlisati biomarker univoci per IBS
nonostante sia stato dimostrato come diversi faliotogici siano coinvolti nel quadro
fisiopatologico di gruppi eterogenei di pazienti.

Secondo le teorie correnti si ritiene che all@ofiatologia dellIBS contribuiscano
vari fattori, tra i quali, le alterazioni dell’atita motoria intestinale, un aumento della
sensibilita viscerale e fattori psicologiti Recentemente sono stati identificati precisi
elementi biologico-molecolari che si ritengono essmplicati nella fisiopatologia di un
ampio sottogruppo di pazienti. Tra questi, polinsmi genetici per citochine pro-
infiammatorie (es. del genENFSF15per il sottogruppo I1BS-G?), il ruolo di episodi di
gastroenterite infettivappst infectious,PI-IBS), modificazioni dell'assetto endocrino
intestinale (quali le alterazioni del metabolismellal serotonina) ed un’attivazione
immunitaria a livello della mucosa intestin&fe(Figura 2). Un ruolo principale risulta
essere svolto dall’asse cervello-intestino che cemge tutte le interazioni dell'asse
ipotalamo-ipofisi-surrene con il sistema immuneptariera epiteliale ed il macrobiota
luminale. In particolare, evidenze sperimentalifeomano la presenza di un'alterazione
dellomeostasi immunitaria a livello mucosale in ampio sottogruppo di pazienti con
IBS *°
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Figura 3. Rappresentazione schematica degli elementi cheilooistono alla fisiopatologia di IBS
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Figura 3. Immagine tratta da Barbara G et al - Thenune System in Irritable Bowel Syndrome -

Neurogastroenterol Motil. Oct 2011; 17(4): 349-359.

L’attivazione immunitaria € prevalentemente di tipwastocitario, sebbene siano
implicati anche i linfociti T CD4+ e CD8¥. | mastociti di mucosa si trovano in stretto
rapporto anatomico con le fibre nervose della madospazienti con IBS rispetto ai
controlli sani, suggerendo una maggiore attivitd cl®ss-talk neuro-immuné’. A
conferma delle implicazioni cliniche di questo dalk vi € dimostrazione che la
presenza di mastociti attivati in prossimita deliere nervose correla in maniera
significativa con la frequenza e la severita delodo addominale. Inoltre, mediatori
ottenuti da biopsie di mucosa colica di pazienti #8S, infusi in colon di topo, inducono
ipersensibilitd visceralé® e attivano i neuroni sensoriali mesenterici inpprazioni di
ileo isolato di rattd®. Analogamente, I'applicazione di mediatori ottémiatla mucosa di
pazienti con IBS a neuroni del plesso mienterisottomucoso umano evoca una risposta
eccitatoria®. L’alterazione delle funzioni sensoriali e motoinelotta dai mediatori IBS
puo essere, almeno in parte, antagonizzata datdloecettoriale di alcune molecole
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implicate nei processi inflammatori (es. istamina pooteasi), suggerendo che
un’attivazione del sistema immunitario contribuisga maniera significativa alla

fisiopatologia di IBS.

Ad oggi, la diagnosi di IBS dipende da diversi paetri che vengono definiti a
scadenza decennale (i.e. criteri di Roma ) pendlefun consenso sulla validita di nuovi
biomarcatori diagnostici e biologici della malatti@uttavia, il preciso meccanismo
eziopatogenico e diversi aspetti fisiopatologicmemi a tutti i pazienti sono tutt'ora da
definire. Infatti, non € da escludere che sintormplessi quali dolore viscerale e
alterazioni della motilita, possano anche rifletein gruppo eterogeneo di disturbi con
diverse eziologie (es. predisposizione geneticaglege esclusive del sistema nervoso
centrale [SNC] piuttosto che intestinali), fisioplagie (motoria, sensoriale, alterazioni
dell'attivita secretoria) e presentazioni clinickdiarrea o stipsi). Una delle ragioni
dell’'espressione di sintomi simili a livello gastrestinale pud essere dovuta al limitato
numero di risposte percettive (dolore/fastidio)oenportamentali (motilitd) a stimoli di
diversa natura e a prescindere che lo stimoloagalizzato a livello del SNC o intra-
lume. Un'ulteriore causa dell’eterogeneita clinida IBS potrebbe dipendere dalla
coesistenza di vari disturbi, come disturbi deftra affettiva®’, fibromialgia,* o cistiti
interstiziali 3% il fatto che queste manifestazioni extraintedtinaon siano un
denominatore comune di tutti i pazienti non li rendecessariamente elementi della
fisiopatologia, oppure, potrebbe esistere un fattoon specifico di predisposizione, in
assenza del quale né meccanismi centrali né perigarebbero in grado di generare i
sintomi di IBS.

[11.3 Fisiopatologia delle malattie infammatorie mniche intestinali

Il Morbo di Crohn Crohn Disease CD) e la colite ulcerosaJ(cerative Colitis-
UC) sono malattie inflammatorie croniche intestirfaiflammatory bowel diseasdBD)
ad eziologia sconosciuta 35. Le IBD definisconoguappo di patologie inflammatorie
croniche che interessa 2.2 milioni di persone imoga e 1.4 negli Stai Uniti con
incidenza in aumento in Asia Meridionale 36. Le IBDno caratterizzate da una
perturbazione multifattoriale del’omeostasi imntania che coinvolge un aumento della
permeabilita intestinale ed una conseguente riapatstrrante al microbiota intestindfe
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%, CD e UC rappresentano le due maggiori forme 8 tRratterizzate da infiammazione
cronica ad episodi ricorrenti e da parametri genetil istologici*®. Caratteristiche
comuni della fisiopatologia comprendono alterazidella risposta innata e difetti delle
funzioni della barriera mucosale. Diversamente, wfaara distinzione su base
immunologica delle due patologie € tutt'ora poctard e si basa soprattutto sull’analisi
di pattern citochinici e su profili genetié{ 41 42. Entrambe le forme mostrano un
aumento dei livelli di TNE e altre citochine pro-infiammatorie della rispostiaata e
cellulo-mediata (es. IFN IL-1p, IL-6, IL-8, IL-12 and IL-18). Nel CD, I'infammanne
cronica interessa diverse porzioni dell'interottvantestinale, pit comunemente il tratto
dell'ileo distale e del colon, e pud condurre alimhazione di granulomi, fistole e stenosi
intestinale e manifestazioni extraintestindli L'infiammazione & orientata ad una
risposta di tipo Th1/Th17 con espressione di ILH1-23 and IFN/IL-17 44.

La UC mostra un infammazione continua limitataabla area del colon, associata
ad una risposta di tipo Th2 atipica, per l'assetizh -4 45. Quest’ultima evidenza € in
linea con le recenti osservazioni riguardanti leed linfocitarie che indicano una
modulazione dinamica dell’espressione di divergecbine da parte dei CD4 maturi
dipendente dathileuinfiammatorio®. Diversi fattori genetici contribuiscono al gradio
suscettibilita alle IBD: recentemente 70 diverslirporfismi sono stati associati a CD e
UC. In particolare, la correlazione della frequerdiaespressione di polimorfismi
associati alla proteina 2 contenente il dominio ldgame nucleotidico per
I'oligomerizzazione (NOD2) e ai recettori NOD2 sin{NLRPs), hanno confermato un
ruolo determinante dellimmunita innatd Inoltre, lo stesso tipo di associazione con il
gene associato ad autofagidG16Lha dato spazio a nuovi spunti per I'interpretagion
della patogenesi 48. Alcune differenze tra UC es@ulb state infine individuate a livello
delle regioni cromosomiche associate ai meccanidmimigrazione erecruitment
leucocitari 49 50.
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Figura 4: Caratteristiche comuni e distinte della fisiopatidodi UC e CD

IBD

Caratteristiche
dell'inflammazione di IBD

TNFa, IL-1B, IL-18, IL-6, IL-8;
infiltrazione neutrofila, danno
generale e disfunzione del
tessuto

Aumento della permeabilita mucosale

Stress Ossidativo

Polimorfismi per i pathway
comunia UCe CD

NOD2, IL23R, IL12B, JAK2, STAT3,

UC TLR4, CARDS, [RF5, LRRKZ, CD
TNFSF15, TNFRSF6B, TNFAIP3,
PTPN2/22, IL18RAP, ICOSL

Caratteristiche comunia UCe CD

Danno tissutale
* Coinvolgimento

* Localizzato a livello del )
dell’intero tratto

colon : :
* Continuo |n.test|n.ale
e Limitato a mucosa e * Discontinuo
sottomucosa = Transmurale
Parametri istologici
* Pseudopolipi da Caratteristiche del danno * Fibrostenosi
infammazione /rimodellamento * Iperplasia dei follicoli
* Criptiti tissutale linfatici

* Ulcere focalizzate

* Denudazione epiteliale
* Granulomi sarcoidei

* Disgregazione della

Mlicoea . Fistole_
* Ascessi
Tipo di risposta immune:
Th2 mediata Cellule dell'immunita Thi, Th17 mediata
adattativa e pattern di
IL-13; 1L-5 citochine coinvolte IL-12, IL-23, IFNy, IL-17

Carattersitiche UC/CD -specifiche

Genetic polymorphisms
ATG16L1, ITLNI,
PTGER4, [IRGM, NLRP3,
CCR6

ECM1, ARPC2, IL10

Figura 4. Caratteristiche fisiopatologiche e poighzbiomarcatori di IBD. Nella parte

superiore, sono presentate le caratteristiche gknér IBD; la parte inferiore elenca le
caratteristiche specifiche di UC e CD. Immaginétdrala Dothel G et al - Animal Models of
Chemically Induced Intestinal Inflammation: Prelity and Ethical Issues - Pharmacol Ther.

2013 Jul;139(1):71-86.
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Come gia riportato, le patologie considerate instmérattazione sono caratterizzate
dall'alterazione dell'attivita di numerosi compangénti biologici (i.e. CNS, ENS,
immunita innata e adattativa, sistema endocrin@rabiota intestinale) e da interazioni
del segnale proteico pleiotropiche e ridondantioltte, si devono tenere in
considerazione i fattori esterni quali dieta, agenfettivi ed altri fattori ambientali (es.
fumo di sigaretta). Ne consegue che tutti i modsgierimentali, compresi quelli animali
riproducono solo parzialmente i meccanismi biologiinteresse, andando a comporre
un puzzle utile a determinare progressivamenteekdler interazione di tutti fattori
coinvolti.

Il grado di complessita delle malattie intestinaliganiche o funzionali che siano, &

legato alla natura intrinseca dell’organo: vartesis sistemi complessi interagenti, (es.
ENS, sistema immunitario) ed esposte come nesstncampartimento dell’organismo
ad agenti esterni, nella fattispecie, la componantgenica derivata da cibo e microbiota
intestinale. Per questo motivo, nello studio del@tologie intestinali risulta
particolarmente difficile rispetto ad altri orggess. sistema vascolare) la sostituzione del
modelloin vivo con metodi alternativi. D’altra parte, a causdeddifferenze inter-specie,
il disegno dello studio e I'interpretazione delaldeve considerare l'interazione di fattori
endogeni (es. pattern d’espressione citochinico) estgeni (es. alterazione del
microbiota) sia nella patologia umana che in qualémale basandosi sugli sviluppi
recenti della ricerca di base e della biologiaistiesna (es. epigeneticH)

[11.4 1l ruolo dei modelli in silico negli studi difarmacologia traslazionale

Il contributo piu tangibile della ricerda silico nella recente storia del sviluppo del
farmaco in fase precoce puo essere individuatopnieii anni 2000 in seguito allo
sviluppo degli studi di cristallografia a raggi Xalla conseguente creazione di database
contenenti le caratteristiche funzionali e strihuisia di recettori endogeni che di
possibili molecole bio-attive. Attraverso I'applmane di sistemi combinatoriali a
matrice € stato possibile automatizzare il procedisdocking molecolare, ovvero la
rappresentazione virtuale del legame ligando-rexettfornendo diversi dati sulle
caratteristiche farmacodinamiche (i3D Quantitative Structure-Activity Relantionship
Analisys -3D QSAR). | composti valutati positivamente nelgesso dmatchingcon il
target biologico vengono sottoposti ad una suceas$ase di ottimizzazione del
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composto (parte del procesddit to Lead. Inoltre, I'analisi 3D QSAR e stata
recentemente applicata all'analisi delle variamnagfipiche del trasportatore ABC ed |l

successivo test dell'attivita di diversi compdéti

E noto come le applicazioni dei modelli computaaiomon siano esclusive della
fase di validazione deltarget ma che costituiscano uno strumento pressoché
imprescindibile durante I'intero processo di svpopdel farmaco. In questa categoria
rientrano modelli di statistica inferenziale geme@nte applicati agli studvetdurante la
fase preclinica e ai successivi trial clinici; thtsstica descrittiva in fase IV e negli studi
farmacoepidemiologici.

I modelliin silico permettono di fornire una rappresentazione preditiiei fenomeni
biologici e delle loro interazioni significative €l simulatore), attraverso I'applicazione di
vari strumenti matematici, tra i maggiormente difful calcolo differenziale. L'obiettivo
principale alla base della costruzione del modellstabilire le variabili dipendenti e le
variabili indipendenti in base ad un’analisi a nentei dati sperimentali.
Successivamente si definiscono le proprieta, ovVarsieme di funzioni, in grado di
predire lo stato del sistema nell'istante succesgive. generatore di evoluzione). II
modello matematico ottenuto viene quindi sottop@st@lidazione sia attraverso analisi
gualitativa che simulazione di casi noti per paigedere alla validazione sperimentale e

alla simulazione di casi non noti (Figura 3).
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Figura 5: Diagramma di flusso, deduzione e validazione dmadello matematico per

la ricerca sperimentale biomedica.

Osservazione fenomenologica
l Ipotesi
: , y X di
Deduzione del modello biologico Tl
¥ ¥ ¥
.—
Identificazione Identificazione Identificazione
delle variabill |y delle variabill |emepe| def generatori
dipendenti Indipendenti di evoluzione
 J ¥ ¥
Deduzione del modello matematico )

l

Analisi qualitativa

l

Simulazione di casi noti

l

Validazione sperimentale

13;

Simulazione di casf non noti

Figura 5. Le diverse fasi di sviluppo del modetiomprendono procedure sperimentaét (giallo),
progettuali (arancione) e di calcolo (azzurro). lagime tratta da L. Preziosi. Modelli differenziaklle

scienze biomediche, in C. Bartocci, P. OdifreddisE La Matematica IV. Pensare il Mondo, Einaudi,

2010.
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Tale processo, risulta particolarmente complessaiagemi biologici e necessita di
un preciso grado di approssimazione ottenibile Kkanto di strumenti statistici atti a
ridurre il numero delle variabili significative (eanalisi delle componenti principali -
PCA). Un approccio proposto da Kepler e Cilburn lzesimulazione del processo di
reclutamento ed estravasazione dei macrofagi segetlo della programmazione
digitale, procedendo con lo sviluppo di modelle(iprogrammi) piu semplici e con la
progressiva integrazione in un programma pitl amipitl sistema di micro-simulazione
proposto comprende la rappresentazione di piu nsistccoppiati: un modello si
reazione/diffusione delle citochine e altri recsatt®olubili, un modello per |l
reclutamento e la diapedesi dei leucociti e un rhedeer alcuni meccanismi
biomolecolari interni alla singola cellula.

L’applicazione di modelli statistici risulta pamiarmente efficace nella validazione
dei modelli sperimentali di malattia. In partic@arstudi recenti hanno determinato |l
grado di verosimiglianza meccanicistica di due ntlodrgamente utilizzati di
inflammazione intestinale eseguendo un’analisi nttensionale basata sui livelli di
espressione di diverse citochine pro-inflammatarserite come variabili in matrici di

correlazione o nell'analisi delle componenti priyadi (PCA)*.

Un esempio ulteriore di applicazione dei modellsilico costituisce I'area di studi di
proteomica inclusa nella biologia di sistema etiedaalla creazione dietworkproteici.
Generalmente, il dato relativo all'interazione feoteine deriva dall’applicazione di
tecnichehigh throughputalle metodiche di spettrofotometria di massa e etografia
per affinita su campioni di lievito. | grafici dnferazione proteina-proteina sono generati
da un’elaborazione statistica che permette di ameda dati in tempo reale provenienti
dall'analisi definendo i nodi, ossia le proteines dhteragiscono con piu target proteici .
Successivamente si effettua un’analisi guidataiteitraffronto con database on-lifig
La rappresentazione grafica automatizzata si limatadefinire le proteine che
interagiscono senza definire la natura dell'intemag. L'implementazione data da
successive analisi contribuisce a determinare Iseiriterazione costituisca il blocco o
l'attivazione della molecola, e pud essere ultenemte implementata con le
caratteristiche riguardanti la natura biochimical denomeno di interazione (es.
fosforilazione, ubiquitinizzazione) . La rappreseaibne dei network proteici permette
una valutazione schematica della natura delle amteni e del ruolo di attori specifici
nella trasduzione del segnale proteico. Di recsnmtleippo sono alcune piattaforme on-
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line, quali Ingenuity® (Qiagen), che permettonoraffronto e I'analisi di differenti
networkutilizzando la visualizzazione a network coméputdel confronto tra differenti
profili genetici *°. Tale sistema rappresenta un utile strumento pegure studi
comparativi delle alterazioni fisiopatologiche eethalattie in esame attraverso studi di
gene profiling

Tale approccio olistico nell’analisi dei paramefisiopatologici dei modelli di
malattia (sia immunologici che genetici) rappreaamt passo importante per lo sviluppo
strategie terapeutiche multi-target, soprattutttienmalattie dove il sistema immune
gioca un ruolo determinante, come in IBD e in IBS *®. Data I'eterogenicita del
campione, composto da individui che presentano woadizione fisiopatologica
multifattoriale, risulta impossibile condurre un&isi su di un campione reale che
rappresenti tutte le possibili combinazioni dei aedsi fattori. | modelliin silico
rappresentano 'unico approccio per la creaziorgudsto pool “inesistente” di individui,
resi all'interno di un sistema computazionale e bwmratoriale come un insieme di
variabili dinamiche associate ai diversi paraméte. fattori: epigenetici, genetici,
metabolici, immunitari) che contribuiscono alla atiih. Se in questo sistema ideale puo
essere simulata la realta endogena del campione, alegesi essere calcolata una realta
esogena (i.e. ambientale) i cui parametri, altnétteo forse maggiormente numerosi,
devono essere definiti. Questi ultimi, nel caso es#mpio di patologie intestinali,
comprendono sia la componente microbica e di caesen tutti i meccanismi di
tolleranza immunitaria, che quella relativa allatdie ai tossici ambientali. Una simile
complessita, derivata comunque da una conosceranpleta della malattia, deve

necessariamente procedere tramite I'analisi dgiosimeccanismi.

[11.5 Modelli in vitro ed ex vivo di malattie integnali organiche e funzionali

Le piattaformein vitro convenzionali rappresentano un irrinunciabile senta per
l'identificazione di meccanismi di trasduzione delgnale e target proteici coinvolti in
una moltitudine di processi fisiologici e patoldgituttavia, poiché basati su isolamento,
mantenimento e analisi di uno o due tipi cellulasn permettono la loro osservazione
nelle condizioni risultanti dalle complesse intéoaz che si verificano nell’organo intero.

Le colture cellulari, ad esempio, non sono in gratlosimulare la dinamica di
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distribuzione dei nutrimenti a livello della magicellulare. | metodi di coltura cellulare
classici, infatti, sono caratterizzati dalla presenli alte concentrazioni di nutrienti che
non permette di generare stimoli chimici o mecdaménpo-dipendenti, ovvero le
molecole segnale, necessarie alle normali funziehilari *°. Generalmente tali sistemi
utilizzano colture primarie, linee cellulari contim e cellule immortalizzate tramite
traslocazione indotta da virus SV40.

Tra le linee piu utilizzate le Caco2, le T-84,eeH-26 permettono di ottenere uno
strato di cellule senza soluzione di continuita. (monolaye) che, raggiunta la fase di
confluenza denota alcune caratteristiche fenotgue ben rappresentano la membrana
epiteliale intestinale. Questo tipo di colture tne| € applicabile a sistentians-well
costituiti da due ambienti separati che possondaligatere 0 meno lo stesso mezzo di
coltura tramite I'utilizzo di membrane specificherpl passaggio o meno di soluti tra i
due ambienti. In questo caso la valutazione detanpabilita trans-epiteliale si basa sulla
simulazione dello spazio intraluminale dell'intestiall’interfaccia apicale delle cellule e
di quella intraepiteliale all'altra.

La valutazione delle proprieta di questo modelloepitelio intestinale puo essere
eseguita attraverso la misura di parametri fisiturezionali della membrana attraverso
due tipi di analisi. In una procedura viene misarlt conduttanza, un valore fisico
intrinseco legato alla resistenza della membraeag(il suo inverso matematio®:= %
dove G: conduttanza ed R: resistenza). Il sistemeabzza grazie all’applicazione di due
coppie di elettrodi applicate ai due compartimeeparati da una membrana, sulla quale
e stato sviluppato imonolayercellulare. La misura dei parametri funzionali, exv
guanto il monolayersia in grado di schermare il passaggio di solutiudaambiente
all'altro, avviene tramite il saggio spettrofotomed della concentrazione di un
cromogeno o di un composto fluorescente (es. feewima) presente dopo un tempo
nello spazio adiacente alla parte basalent@holayer.Questa metodica, applicata anche
nel sistema dell&ssing chambersha permesso di stabilire alcuni dei meccanisihai al
base della variazione della permeabilita transeégié in condizioni patologiche, nonché
il suo aumento sia in IBE*°che in IBD>** La stessa modalita viene utilizzata per la
co-coltura delle cellule epiteliali con cellule mewoali (immortalizzate oex vivQ
seminate nell'ambiente inferiore all'interno delafgi viene applicato uno stimolo
elettrico nell’ordine dei pV, con la conseguenteitazione della componente neuronale.
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Gli studi di elettrofisiologia da meta degli anréttanta ad oggi hanno fornito il
maggior contributo per la comprensione delle funzidel sistema nervoso enterico
(ENS) e si basano sulla misurazione elettromiogaafiella contrazione muscolare in
espianti di muscolatura longitudinale e plesso meieco (da uomo o animale), mantenuti
vitali attraverso l'utilizzo di opportuni tamponalni. Questa metodica rappresenta un
felice esempio di come un sistema isolat@itro possa mantenere un carattere altamente
informativo: in questo caso il procesBottom-upsi basa sulla caratterizzazione di una
componente, quella neuromuscolare, di per sé netdtmgenea ed in grado di mantenere
le sue caratteristiche morfo-funzionali. Infat®, ¢aratteristiche intrinseche del sistema
nervoso enterico, hanno permesso di renderlo ummttarget di studio per I'analisi
fattori di vario genere, incluse quelle che mimamma condizione patologica (es.
inflammazione) nonché le normali condizioni fisigiche.

Questo, come gli altri modelli citati in questasiese infatti, possono beneficiare in
termini di predittivita di fattori estrinseci deati dal paziente, ossia, nel caso degli studi
su IBS dei mediatori derivati da biopsie di colbonquesto caso, il tessuto bioptico viene
mantenuto in terreno ossigenato per 20 minuti ecessivamente congelato fino al
trattamento del tessuto/coltura del sisteimavitro *°. In questo caso, la coerenza dei
risultati tra i diversi studi che utilizzano questatodica € legata, come precedentemente
accennato, alla fase di mantenimento del tessutwsirfflazione, che pud essere eseguita
con diverse tempistiche. Questo aspetto € di ilmpag fondamentale per lo studio di
biomarker e altri parametri biologici che permettda distinzione dei diversi sottogruppi
di IBS >,

Lo sviluppo delle tecniche di coltuna vitro ed ex vivoclassiche ha recentemente
adottato diverse tecniche di ingegneria tissutateedicina rigenerativa utilizzando nuovi
supporti per la crescita cellulare basati sullazfonalizzazione strutturale di materiali
inorganici e sull'utilizzo di biomateriali. Il proipio alla base di queste nuove
applicazioni riflette la necessita di simulare ustesma di coltura tridimensionale che
meglio simuli le caratteristiche strutturali e fiorzali di un tessuto. Collagene e acido
ialuronico sono le componenti piu comuni di stregtueticolari tridimensionali (i.e.
scaffold3 in grado di fornire un elemento di supporto @ecitescita di vari tipi cellulari
non necessariamente immortalizzati, come neuromiiceoglia °®, condrociti e cellule
mesenchimali®’. Questi sistemi hanno permesso di comprenderepditanza della
crescita in 3D nella determinazione del grado didrigenicita di alcune specie cellulari
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di carcinoma e tumore, dimostrando cosi la diperaetel fenotipo cellulare dalle
caratteristiche strutturali della colturd Inoltre, grazie all'applicazione di tecniche di
micrografia laser e microfluidodinamica, oggi € gibde creare supporti che permettono
lo sviluppo di colture cellulari che ricreano aleunaratteristiche morfo-funzionali dei
tessuti, associabili alle funzioni dell’organo imesu piattaforme di pochi centimetri,
nonché di acquisire dati sulla vitalita e differemaento in tempo reale. Tali piattaforme
biomemimetiche (i.eorgan-on-a-chip sono attualmente in uso per la simulazione del
comportamento di fegato, reni, tessuto vascolavkngne e tessuto tumorale negli studi
di drug delivery®®. Di recente sviluppo presso l'istituto Wyss di tad & ilgut-on-a-
chip, in grado di riprodurre una varieta di funzionil@&estino, inclusi i meccanismi di
assorbimento, la peristalsi, nonché di includerBinedrno della piattaforma una
componente microbica intestinale presso il compeatito intraluminalé®.

[11.6 Modelli in vivo di malattie intestinali organche e funzionali

Nonostante le innegabili differenze genomiche, fncthe e fisiopatologiche tra
specie diverse, il modello animale rappresenta ranlzo maggiore fonte di informazione
sui sistemi biologici. Un vasto studio condotto Rifizer nel 2000 evidenzio il livello di
corrispondenza tra la tossicita dei farmaci rilavatei modelli animali e nelluomo,
individuando I'area applicazione delle patologiestgarintestinali come quella con una
maggiore percentuale dutcomepositivi *°. L’organismo vivente, soprattutto negli studi di
tossicita in gastroenterologia fornisce un modetimplesso non ottenibile artificialmente
che permette lo studio di interazioni fisiologiokdriochimiche non simulabili in maniera
integrata nei modelin vitro edin silico.

Nel disegno di uno studio traslazionale € necesseonsiderare le caratteristiche
comportamentali, anatomiche, fisiologiche, fenatiyg e genetiche della specie in uso nel
modello di malattia. La predittivita stessa del miml dipendera fortemente dai tentativi di
ottimizzare e validare il modello scientifico sia termini di verosimiglianza che di
trasferibilita delle informazioni ottenute al reattlinica. Recentemente, molti autori hanno
sottolineato I'importanza di identificare i biomark nel processo di sviluppo del farmaco
proponendo le caratteristiche ideali di un modellonalattia®. Sams-Dodds sottolinea

limportanza di valutare la validita del modellofumzione della situazione clinica. Queste
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informazioni infatti possono essere integrate neilduppo e ottimizzazione del modello
attraverso la scelta dei biomarkers e i test psurare i parametri patologici piu rilevanti
al fine di paragonare la validita dei diversi mdid®l Inoltre, esiste una relazione sinergica
tra i modelli di malattia e le corrispettive maiathel’'uomo: ad esempio, la modulazione
del sistema immunitario nei modelli animali ha pesso la comprensione della patogenesi
di alcune patologie immuni contribuendo allo svpopdi farmaci biologici e biosimilari
nell'uomo. L'uso di questi ultimi nelle malattie tadmmuni a sua volta ha permesso di
individuare ulteriori meccanismi fisiopatologicipmarker diagnostici e di riconsiderare la
patogenesi della malattfd. Per i suddetti meccanismi un aspetto innovatieglidstudi
clinici si rivela proprio nell'ottimizzazione del @dello animale attraverso |l
miglioramento del grado di predittivita che corogpe necessariamente alla produzione di
dati piu affidabili. In altre parole, la ricercaasiazionale puo essere interpretata come una
disciplina bidirezionale, ovvero non semplicemedi&t “banco al letto” ‘from bench to
bedside’), ma anche dal letto al bancér¢m bedside to bench’

La maggioranza dei modelli animali utilizzati negliudi preclinici, fatte alcune
eccezioni (es. malattie infettive), vengono ottetraimite I'induzione di una serie di segni
e sintomi di malattia che rappresentino per quaossibile la condizione umana. Tuttavia,
la relazione tra sintomi e meccanismi fisiopatatbghon € univoca: questo €
particolarmente vero sia per malattie multifattbrécmme le malattie intestinali funzionali
(es. IBS) e le malattie organiche (es. IBD). Di ssguenza, per valutare pienamente
lattivita di un candidato farmaco devono esserasaterati i diversi livelli e diversi

meccanismi di interazione con gli elementi sopemehti.

A questo si deve aggiungere la variazione intecispeei meccanismi fisiologici
gastrointestinalf?, in particolare le diverse caratteristiche immuagithe tra il topo e
I'uomo ®3. A questo proposito, un primo step da intrapreaded disegno sperimentale & la
valutazione del target molecolare inter-speciejnelffé l'intervento terapeutico possa
essere efficace in fase clinica.
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[11.7 Modelli in vivo di IBS

Lo sviluppo dei modellin vivo di IBS riflette I'eterogeneita di questo disturlowyero
modelli diversi tendono a fornire un grado di veémaglianza clinico-sintomatologica con i
diversi aspetti della malattia. La caratteristispaZionale di IBS € un parametro che limita
la valutazione del raggiungimento della condizigagologica nel modello all'analisi del
grado di sensibilita viscerale, motilita intestmaloutputfecale. Manifestazioni organiche,
quali valutazioni istologiche del danno micro- e cnegcopico devono percio dare
necessariamente esito negativo. Le metodologi@ztaie per la misurazione del dolore
viscerale nei roditori consistono nel monitoraggiella contrazione della muscolatura
addominale (risposta viscero-motoria, VMR) in ségua distensione meccanica della
parete del colon-retto (CRD). La VMR pu0 esserautaah attraverso elettrodi applicati
tramite procedura chirurgica al muscolo addomimakrno o esterno attraverso il tracciato
degli impulsi elettromiografici (EMG). Nonostanteiasto sistema fornisca un dato di
innegabile importanza per lo studio del dolore erate, devono essere considerati alcuni
significativi deficit procedurali per cio che riguka la valutazione cronica, come la perdita
di segnale causata dal danneggiamento degli aletvole interferenze del segnale
elettrico. Inoltre, la procedura d’'impianto parteonente invasiva puo indurre una risposta
immunitaria a livello dell'insulto tissutale indottchirurgicamente. Un recente studio
indica che il pre-condizionamento dellanimale ti@n chirurgia EMG, la
somministrazione post-chirurgica di antibioticiaestabulazione individuale ha un impatto
considerevole sulla risposta del dolore viscefdleTuttavia, la somministrazione di
antibiotici deve essere considerata come possiaiore confondente per gli studi
immunologici.

Altri approcci consistono nella registrazione d@imbiamenti manometrici della
pressione di una sonda inserita a livello del caliistale o la differenza di pressione
all'interno del lume. Tali metodiche risultano merniovasive e non necessitano
dell'applicazione di trattamenti post-chirurgici me ['utilizzo di antibiotici o o di
analgesici che possono influire sulla percezioraldlre. Le stesse tuttavia, richiedono la
stabulazione in un ambiente vincolante (gabbie dilnBan) e percid necessitano un
periodo di acclimatamento e che potrebbe rapprasersso stesso un fattore di distféss

L’induzione dei sintomi di IBS pu0 avvenire sia @a precoce che in eta adulta
tramite I'utilizzo di fattori stressanti (separazeodella madre, CRD) o composti chimici.

36



Ad esempio, nel modello di deprivazione maternaratib, la separazione del neonato
dalla madre per periodi di 3 ore durante il perigast-natale causa una riduzione della
soglia del dolore visceral® e alterazioni dell'espressione di neurotrasmetticpali
GABA, norepinefrina e fattore rilasciante cortiagima (CRF) a livello del SNC. Nello
stesso modello e stato evidenziato un aumento tteéocazione batterica dal lume allo
spazio sub-mucosale associato ad un aumento dettaepbilita trans-epiteliale e un
conseguente attivazione immunitafid Tuttavia, la presenza anche se minima, di un
danno macroscopico (1,3 vs 0,1 del controllo) @rianto consistenza dell’attivazione
immunitaria in fase acuta (mieloperossidasi endapeappresentano alterazioni di tipo
organico che potrebbero inficiare la verosimigl@amnizl modello con la condizione umana.
Inoltre, se € comprovata la tendenza alla maniesta di malattie croniche inclusa IBS
nei soggetti che hanno vissuto eventi avversi malde precoci della vita, tale modello
potrebbe avere un’applicazione valida, in lineaitap solo per i pazienti con IBS che
includono questo tipo di caratteristiche cliniche.

I modello chimicamente indotto viene realizzatdraaterso la perfusione per via
rettale di basse dosi di acido trinitrobenzeneoswtb (TNBS) o olio di senape in eta
precoce. La manifestazione dei sintomi simili a& I questo caso segue una fase acuta
fino a ridursi completamente con la remissione detapdell'inflammazione e non
raggiunge la caratteristica cronicita che definiflcdisturbo. L'induzione dei sintomi
raggiunge una cronicizzazione se associata a CRB ddstensioni di 60 secondi con 30
minuti di recupero). La valutazione della sendihiliramite CRD dalla %settimana alla
12™ risulta significativamente superiore rispetto ahtrollo senza pero alcuna differenza
rispetto del dato istologico. Inoltre, questo mdémleé 'unico che mostra un’alterazione
della motilita intestinale sia in forma diarroidaecdi stipsi.

[11.8 Modelli in vivo di IBD

Nel corso degli ultimi cinquant’anni sono statilappati sessantasei diversi modelli
animali di IBD, cinquantacinque dei quali sono altwente in uso nei protocolli di
ricerca 61, 62. Nel corso degli anni sono statg@ste varie classificazioni 63-66 nel
tentativo di mantenere aggiornato il numero, int@oe aumento, di modekinock-oute
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transgenici sviluppatf’. Ad oggi € possibile individuare quattro classimodelli: i
chimicamente indotti, i transgenidir(ock-oute knock-in), i modelli spontanei, e quelli
immuno-mediati (attraverso il trasferimento di toiti attivati in animali con grave
immunodeficienza combinata - SCID). Numerosi studlutato la validitd dei due
modelli pit comuni di di IBD, i modelli di infiamnzione intestinale indotta da destran-
sodio solfato (DSS) 67, e da TNBS 69-71. Negli ultimi anni numerosi stadi pattern
di espressione citochinici hanno portato a modiéicka distinzione classica delle due
maggiori forme di IBD 38, 44, 72. La validazione deodelli animali che simulano le
caratteristiche distinte di queste due forme pgiolee devono considerare le ultime
evidenze sperimentali che indicano numerose diffaeinter-specie nei pathway di
differenziamento dei linfociti. In particolare, eogsibile individuare una chiara
distinzione funzionale tra i sierotipi Thl e Th2 tapo: la produzione di IL-10 € Th-2
specifica, a differenza dell'uonfd

Recenti studi che hanno analizzato le carattehistidel'immunita adattativa del
modello di topo DSS hanno indicato un diverso patth espressione delle citochine a
seconda del ceppo e delle procedure di trattam&Bits3°®. Queste evidenze rendono
complessa l'interpretazione del potenziale diagoosti profili di espressione cosi
diversi. Un approccio basato sulla statistica naatiata (ancora un esempio di elegante
applicazione del modellm silico) ha analizzato i pattern citochinici dei linfocikhl,
Th2 e Th17 nel modello DSS e nel modello TNBS enbiain topo 53. La valutazione
simultanea di variabili multiple (i.e. citochinecekemochine) permette di individuare dei
profili citochinici specifici che possono sufficiemente distinguere controlli non affetti
dal trattamento ed una patologia da un’altra.

Nei test di dose e via di somministrazione, glidstali farmacodinamica e
farmacocinetica dovrebbero riprodurre il piu fedeite possibile quelli pianificati per i
futuri utilizzi clinici. Ad esempio, data la natucaonica delle IBD, la somministrazione
del farmacqoer osdovrebbe essere preferita, nonostante non siaresezspguibile per le
proprieta intrinseche della molecola. Un importaagpetto da prendere in considerazione
e I'eventuale capacita di indurre modificazioni dehsumo di fluidi o delle proprieta
dipsogeniche del farmaco test: I'induzione di infraazione nel modello DSS, essendo
indotta oralmente potrebbe essere influenzata lildattori e causare degli errori di
valutazione sull’effetto terapeutiéd. Un altro fattore confondente deriva dal consitera
I'efficacia potenziale del farmaco senza una chiistinzione tra attivita terapeutica e
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attivita preventiva. Nonostante gli studi vivo possano prevedere la somministrazione
dellagente terapeutico prima dell'induzione deliammazione, la migliorgroof of
conceptderiva dalla dimostrazione dell’efficacia del faxoo nell’indurre un recupero da
una condizione patologica, come nel caso di stlidict su pazienti con IBD. In uno
studio di Koboziev e colleghi e stato indicato meato raggiungimento di outcome
positivo nel trial clinico della terapia basata k410 (somministrazione terapeutica),
nonostante l'efficacia mostrata nel prevenire/atsga I'inflammazione intestinale nei
precedenti studi preclinici (somministrazione preue) °®. Questo esempio rafforza il
concetto della necessita di adottare approcci feofogici simili in studi preclini e
clinici.

Infine, un ulteriore aspetto da tenere in considerse della conduzione degli studi
in vivo é l'adeguata valutazione statistica in fase dgpttazione. Il calcolo della potenza
e del numero del campione condotto su studi prelmipud permettere di limitare lo
studio ai soli casi necessari (coerentemente ootipio di Riduzione delle 3R). Inoltre, e
consigliabile l'uso di altri parametri utilizzatiomunemente nei trial clinici, quando
possibile, come la conduzione dello studio in cidaorandomizzazione e I'allocazione
casuale del campione.

[11.9 Modelli di infiammazione intestinale: coliteDSS- e TNBS- indotta

La colite indotta da DSS rappresenta uno dei miodelihnfiammazione intestinale
piu studiati. Numerosi studi sono stati condottir meeterminarne le caratteristiche
genetiche, immunologiche e microbiologich&’ In particolare, diversi studi hanno
correlato specifiche caratteristiche dell’infiamnuae (i.e. score del danno macroscopico
e microscopico, attivita della MPO endogena e pattik espressione citochinici) con il
dosaggio e le tempistiche del trattamento con Difffsrenti pesi molecolari del DSS,
ceppo e sesso degli anim&ii’

La somministrazionger osdi una soluzione contenente DSS (2-5%) in acqua in
diverse specie di roditori (i.e. topi, ratti coniglcavie) per 5 fino a 7 giorni provoca una
forma acuta di colite caratterizzata da presenzi@atrea ematica, perdita di peso, ulcere
e infiltrazione di granulociti. Una condizione asisbile all’infiammazione cronica puo
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essere indotta attraverso cicli di trattamento tupe (4-7). Nel topo, [I'entita
dell'inflammazione dipende dal ceppo utilizzato,eclkdetermina anche un diverso
coinvolgimento della parete intestinafe L'ingresso del DSS nelle cellule epiteliali &
mediato da un sistema di trasporto vescicolare ndipete dal peso molecolare del
polimero di DSS Si noti che ad oggi non & del tutto chiaro cohi3S promuova il
danno della mucosa; tuttavia € stato recentemame&ata come responsabile del
fenomeno la capacita del DSS di competere per daitRNA ribosiomiale responsabili
del processo di traduzione proteféala ricostituzione del tessuto viene osservataodop
14 giorni dalla cessazione del trattamento. || damucosale € responsabile della risposta
immune, con conseguente aumento dell'ingresso eéintagmicrobici nellambiente
intestinale. Nel topo, il picco dell'inflammaziorse manifesta al giorno 5 quando viene
osservata una differente espressione del pattevohaiico °. La fase acuta mostra una
risposta mediata da linfociti Thl e 'aumento diressione di IFN 1L-12, TNFo, IL-18,
IL-10, IL-6, IL-17 (quest'ultima attualmente in disssionef® "® "’ Tale risposta precoce
evolve in una risposta Th2 mediata nel modello icmeon elevati livelli di IL-4, IL-5,
IL-6, IL-13 and IL-10 in modo analogo alle caraitéche della inflammazione
caratteristica della UC umarfd " In particolare, I'espressione di IL-6 risulta ess
gene-dipendente®. Nonostante evidenze sperimentali mostrino un atonelelle
citochine specifiche della risposta immune adawatil fatto che topi con Immuno-
Deficienza Sistemica Combinata (SCID) manifestinmuanque inflammazione a seguito
del trattamento indica che questo tipo di inflamioae sia indipendente dalla risposta

immunitaria specifica.

Il TNBS, o in alternativa il DNBS®, & un aptene somministrato tramite clisma nei
ratti o nei topi in combinazione con etanolo (4840al fine di rompere la barriera
mucosale e permettere lI'ingresso del TNBS/DNBSangdirete intestinale. Quest’ultimo,
reagisce con alcune proteine autologhe stimolanddiparsensibilita ritardata
responsabile dell’attivazione di cellule T antigerspecifiche. La risposta immune
aptene-indotta provoca ulcerazioni profonde dellacosa e della barriera epiteliale
caratterizzate da infiltrazione transmurale di wellmononucleate. In alcuni ceppi di
ratto, un singolo clisma provoca un’infliammaziomenica che puo durare oltre il mese.
Piu cicli di trattamento sono spesso richiesti toglo per ottenere la cronicizzazione, a
causa della ridotta tempistica dell'insulto inteate 8. La reazione di ipersensibilita
ritardata puo essere facilitata attraverso unadagpee-sensitizzazione con TNBS/DNBS
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applicato alla pelle, per intravena o per via siidicea prima del trattamento del colon.
In ogni caso, I'applicazione di una seconda dos&NBS/DNBS risulta necessaria per

assicurare una risposta autoimmune Thl-dipendénte

La fase acuta di inflammazione e caratterizzathvedli aumentati di TNk, 1L-17,
IL-12, IL-6 e IL-18; nell'inflammazione cronica, lasposta sembra essere mediata da
Th1/Th17 con un aumento dell’espressione di IL4L712, IL-10 e MIP-27° 83 8

I modello TNBS/DNBS e utilizzato al pari del moltelDSS-indotto sebbene i
protocolli utilizzati per I'induzione della colitsiano meno standardizzati

Si noti che sia il dosaggio di TNBS/DNBS che queli@tanolo varia in diversi studi
e necessita di essere ottimizzato dal singoloagatere, tenendo in considerazione fattori
ambientali. Ad esempio, in un modello ideale peo soreening farmaceutico, il danno
del tessuto intestinale non dovrebbe andare adtnendivello che risulterebbe irrealistico
aspettarsi da un recupero raggiungibile attravadsan trattamento farmaceutico. Percio,
il dosaggio di TNBS/DNBS dovrebbe essere sceltamtamente in ogni laboratorio
(che potrebbe avere alcune caratteristiche paaticodlative al ceppo dellanimale o a
fattori ambientali) in modo da ottenere un dannerente e calcolato, mantenendo il
minor grado di mortalita possibile. In studi preestémente svolti presso il laboratorio
dell’'Unita di Farmacologia - DIMEC, Universita diokbgna sono state testate diverse
concentrazioni di DNBS al fine di sviluppare un ratbal di IBD affidabile caratterizzato
da un basso livello di mortalita {Dothel, 2013 4idj}.

Fatta eccezione per gli aspetti concernenti il bsaee animale, la selezione di dosi
appropriate di agenti inducenti colite permette otlienere condizioni standard, che
dovrebbero essere prese da riferimento per sagtgaproprieta di qualsiasi nuovo
farmaco da testare.

Durante linflammazione acuta, il danno inizialedatto da una singola dose di
DNBS tende alla guarigione e senza che solitamsraeservi alcuna recidi¥a in studi
recenti effettuati presso i nostri laboratori, itutt parametri biologici relativi
all'infammazione diminuivano dopo 10 giorni daistha con DNBS. Percio, al fine di
simulare l'infiammazione cronica osservata nel Cbncs stati realizzati modelli
attraverso somministrazioni multiple di TNBS/DNBS® 87

41



Un inflammazione di tipo acuto e di tipo cronicageéindi ottenibile attraverso il
modello TNBS/DNBS a seconda del protocollo utilizza della domanda scientifica da
porsi. Originariamente sviluppato in ratto, questodello e stato realizzato e validato
anche in topo. Il primo di questi mostra vantaggisscausa di analogie morfologiche con
'uomo sia che per la facilita di manipolazione,ntre il modello in topo meglio si presta
alle modifiche genetiche. Sebbene questi due tipoditori condividano fenotipi simili
per le caratteristiche relative ai processi infiaahon, € necessaria un’analisi delle
corrispondenze filogenetiche prima di intraprender® studio su qualsiasi target
biologico. Inoltre, come per il modello DSS, var@d genetiche tra ceppi diversi
possono determinare una divera suscettibilita atatmento con TNBS/DNBS. Infatti,
sono state individuate differenze tra i ceppi giadBALB/c e SJL/J (piu suscettibili) e il
topo C57BL/6 meno suscettibité %

A fronte di questi dati € possible elaborare diveminti per la realizzazione di un
modello che simuli un inflammazione di basso gradoyta, e cronica e la fase di
remissione. Tuttavia manca ancora una chiara stdizdazione del modello ed esistono
alcune discrepanze che riguardano in particolarsckita del ceppo da utilizzafé
Esistono inoltre variabili difficilmente gestibiliquail le differenze microbiologiche

dovute alle diverse procedure di manipolazionebigazione.

42



Capitolo IV
IL SISTEMA OPPIOIDE E CANNABINOIDE NELLE PATOLOGIE
INFIAMMATORIE CRONICHE INTESTINALI E NELLA SINDROME
DELL'INTESTINO IRRITABILE

IV.1 Il ruolo del sistema oppioide nella nocicezienmmuno-mediata periferica e
intestinale

E noto come gli oppioidi endogeni ed i loro recetsmno implicati nel controllo del
dolore sia a livello viscerale che somatffd™. Le cellule immunitarie, in particolare i
linfociti T, contengono ed esprimono peptidi opdipdi cui sono noti gli effetti inibitori
sul ENS e sulle vie nervose sensorialiAd oggi, sono state caratterizzate tre famigiie d
peptidi oppioidi, ognuna derivante da un gene eudaprecursore differente: pro-
opiomelanocortina (POMC), proencefalina e prodimasf da questi derivano
rispettivamentep-endorfina, encefalina e dinorfina. Ognuno di quesptidi mostra
diversa affinita per i tre recettori oppioidi §,x (LOR,xOR, 8OR), recettori a 7 domini
transmembrana associati a proteind>GAl fine specifico della presente trattazione &
opportuno citare la natura zwitterionica del preoue POMC responsabile della
produzione tramite taglio proteolitico di numeraggseptidi con importanti fuzioni
biologiche, alcuni dei quali a loro volta precuisoome il peptide N-terminale di POMC
(NPP, o pro--MSH) ed il peptide intermedio corticotropino-sim{{CLIP). Altri prodotti
della proteolisi di POMC: y-melanotropina MSH), corticotropina (ACTH),a-
Melanotropina ¢-MSH), p-Lipotropina @-LPH), vy Lipotropina ¢-LPH), p
Melanotropina§ MSH) e Metencefalina (Figura 6).

43



Figura 6 - Processo proteolitico e formazione dei derivatigtecursore pr-opiomelanocortin

Pro-opiomelanocortina (POMC)
1 2 3 4 5 6 7

N| | | [ [ | [ IC

F S B S5 B
|:| <] b RS]
Sefatatedets! S !

]

+MSH «MSH CLIP y-Lipotropina B-Endorfina
{1-13) (18-39) (42-101) l ‘(104-134)
y-Endorfina

(84-101) (104-118)

BRI
R R R

a-Endorfina
{104-117 )

La B-endorfina B-END) € il peptide oppioide piu potente ed esercita ka &zione
analgesica legando preferenzialmente i recettofQuesti soncsintetizzati a livello de
neuroni della radice del ganglio dorsale e, tramir@sporto vescicolare, vengo
trasportati lungo I'assone per localizzarsi in mesnla sui neuroni sensoriali del sito
infiammazione®. In questa sede, il recettore risultaggiormente espresso, suggere

una sua funzione compensatoria inducibile-regulation) nei meccanismi di nocicezi
95

Durante l'evento inflammatorio [I'effetto proalgesicdi alcune molecol
dell'inflammazione (istamina, proteasi, citochimepilanciato dall’effetto antinocicettiv
di oppioidi endogeni potti dalle cellule immunitari81-83 Studi in modelli animali ¢
immunodeficienza combinata B e T linfocitaria (S+mice) mostrano che i linfociti
CD4+ determinano un effetto analgesico viscerateaarso il rilascio dell’oppioid
endogeng—endorfina f—END) *° **

Modelli animali immunosoppressi con ciclosporinacon steroidi o con radiazior
corporea integralenostrano I'eliminazione dell’effetto analgesicoest-indotto %2 |I
blocco delle molecole di adesione endotelia-,P- selettine) tramite anticorpi specifit
responsabili della diapedesi dei leucociti, ridusignificativamente i fenomeni
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nocicezione endogena in sede perifeffc&’ Inoltre, linfociti esprimenti L-selettina -
END sono stati localizzati sia a livello dei linfodi e che nella sede di infiammazione in
modelli di infiammazione acuta somatica nel ratto

Durante I'evento infiammatorio I'espressione erdsporto in membrana di pOR
risultano aumentate come anche la superficie aimkesdelle terminazioni nervose a
causa dellaumento dell'innervazior®. Il tessuto infiammato & caratterizzato da un
ambiente ad alta concentrazione di peptidasi erndelavata acidita e temperatura. Gli
oppioidi endogeni sono suscettibili all’azione alitica, € percio ipotizzabile che la
vicinanza dei linfociti alle terminazioni nervoseluca il grado di degradazione degli
oppioidi endogeni responsabile dell’effetto anaige"

IV.2 Il sistema cannabinoide ed il suo ruolo nei meanismi fisiopatologici di IBS
e IBD

La composizione attualmente conosciuta del sisteammabinoide comprende due
recettori accoppiati a proteine G (CB1 e CB2), evamposti endogeni cannabinoido-
simili ed un sistema per la loro sintesi e degramez Gli endocannabinoidi sono ammidi
ed esteri di acidi grassi polinsaturi a lunga catei questi 'anandammide (AEA) mostra
maggiore affinita per CB1 mentre il 2-arachidonkdgrolo (2AG) come altri composti
endocannabinoido-simili quali N-palitoilietanolammai (PEA) e oleoetanolammide
mostrano affinitd per entrambi i recettdti ' La degradazione degli endocannabinoidi
avviene per idrolisi mediata da enzimi specifi/la fattispecie tramite idrolasi delle
ammidi degli acidi grassi (FAAH) per AEA; monoadlicerolo lipasi per 2AG; e
ammidasi per l'idrolisi dell’ acido N-acetiletanatainico per PEA"* 1% Per cid che
riguarda il processo di sintesi, AEA risulta esga@dotta da diverse vie metaboliche, in
particolare, attraverso la fosfolipasi D N-acilftsdiletanolammino specifica (NAPE-
PLD) '°° mentre la sintesi di 2AG risulta maggiormente imeddalla diacilglicerolo

lipasi **®

Numerosi studi hanno confermato la presenza dA AE 2 AG nel sistema
gastrointestinale ed il loro coinvolgimento in vamocessi fisiologici, tra i quali il

rilassamento dello sfintere esofageo inferiore iaibizione della funzione secreto-

45



motoria intestinalé’”. CB1 e CB2, differiscono ampiamente sia a liveliutturale, con
un’identitd di sequenza attorno al 40%, che perloi@ distribuzione all’interno
dell’organismo’®® CBL1 é stato localizzato soprattutto nel CNS, alh post-sinaptica

dei neuroni, dove modula il flusso di ionf k& C&* %%

e inoltre marcatamente espresso a
livello periferico sui neuroni sensoriali della regl del ganglio dorsale, nel trigemino e
sulle cellule deputate alla funzione di difesa’dspite presenti in prossimita dei neuroni

CBL1 positivi, ossia cellule dellimmunita innatas(enacrofagi, mastociti) e cheratinociti
110

A livello del ENS CB1 contribuisce alla regolaziodei neuroni secretotomotori
colinergici, inoltre, & espresso sui neuroni vagapinali e sui neuroni primari afferenti
intrinseci (IPANs) di cavia e rattd'*™*® Studi recenti suggeriscono una possibile
applicazione di agonisti di CB1 nel trattamentaliturbi diarroici, incluso IBS-D, e di
antagonisti per lo stesso recettore come terapepic la stipsi ed in particolare per |

pazienti con IBS-C*,

La localizzazione di CB2 in distretti diversi daNS ha storicamente definito una
dicotomia delle due forme recettoriali stabilend®2Ccome recettore “periferico”
piuttosto che CB1 come “centrale”, tale assuntat&tia messo in discussione da diversi
studi che mostrano CB2 espresso nella microglizeda sua induzione dipenda da eventi

infiammatori *°

. Questa discrepanza tra risultati sperimentalipbealtro destato una
certa perplessita sull'effettiva specificita deagliticorpi utilizzati''°>. CB2, generalmente
si localizza sulle cellule ematopoietiche ed imntane, in particolare a livello di linfociti
B, linfociti T CD4 e CD8, macrofagi e cellule NISi veda Cabral e colleghi per una
descrizione dettagliata della distribuzione deietgxi nel sistema immunitario, dallo

stesso studio & tratta la tabella segué&hite
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Tabella 2 -Distribuzione dei recettori CB1 e CB2 nel sistemaniunitario

Linfociti B Uomo CB;
Linfociti T CD4+ Uomo CB
Linfociti T CD8+ Uomo CB;
Leucociti Uomo CB
Macrofagi Uomo, topo CB;
Microglia Ratto CB, CB,
Monociti Uomo, ratto CB;
Mastociti Uomo, Ratto CB
Cellule NK Uomo CB?
Placche di Peyer Ratto CB, CB,
Fegato Uomo, topo, ratto CB,
Timo Uomo CB
Tonsille Uomo CB;
Linfonodi Ratto CB

Studi in vitro su cellule di origine murina hannamdstrato diversi gradi di
attivazione di macrofagi e cellule della microgimrisposta allo stimolo inflammatorio
indotto da LPS, il trattamento inoltre, provocatmithizione dell’espressione di CBZ®.

In questo contesto e opportuno sottolineare I'ipwra di studi che utilizzino la forma
umana di CB2 piuttosto che di roditore dato il grati omologia di sequenza rispetto
all'uomo (93%), la sequenza di CB1 diversamengilté essere pitl conservata

Uno studio di Sabatino e colleghi indica che I'egsione di CB1 e non CB2 risulta
aumentata nei tratti di colon infiammato sia inipati con CD che UC. Inoltre, la
concentrazione dell’agonista endogeno AEA risultéeriore negli stessi campioni
rispetto ai controlli e altrettanto risulta persilo precursore NAPE-PLD al contrario di
FAAH, marcatamente pill espresso nei campioni ebammazioné’. Tuttavia, diversi
altri studi mostrano un aumento della concentraz@inrAEA associato ad inflammazione

intestinale!!’.

Tuttavia, numerosi studi condividono la tesi sewnaui ['alterazione
dell’'espressione dei recettori cannabinoidi siaalagai meccanismi inflammatori
intestinali, suggerendo una possibile applicazienapeutica di agonisti non selettivi per
favorire i processi di omeostasi immunitatfd & per contrastare i processi fibrotici
coinvolti nella formazione di stenosi associatelx €. Studi su modelli di ratto inoltre,
suggeriscono CB1 e CB2 come target terapeuticiilpérattamento dell'iperalgesia

0

viscerale ***. Queste ed altre evidenze inclusa [linibizione laletlegranulazione
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mastocitaria cannabinoido-dipendenté includono IBS tra le possibili patologie nelle
quali I'intervento nei meccanismi d’azione cannalwin potrebbe svolgere un ruolo

terapeuticg!® 19 122,123

Ad oggi risultano ancora poco chiari i meccanisrtiragerso i quali il sistema
oppioide e cannabinoide partecipino alla genesisdgbomi viscerali (incluso il dolore
addominale) nell'IBS e nelle IBD. In particolar@ptizziamo che in queste patologie vi
sia un’alterazione del fenotipo neuronale di muc@sa aumento dell’innervazione
mucosale) e del sistema oppioide (modificazionirdascio dip—END e dell’'espressione
del recettore n) e che questi siano coinvolti npkdofisiologia e nei meccanismi di

percezione sensoriale.

IV.3 Studio esplorativo tissutale: caratterizzazmulel recettore cannabinoide CB2
del recettore oppioide p e del suo ligand®-Endorfina nella Sindrome

dell'Intestino Irritabile

Sulla base delle evidenze precedentemente enurgiagtato condotto uno studio
esplorativo multicentrico al fine di valutare I'espsione del recettore oppioide [, del suo
ligandop endorfina e del recettore cannabinoide 2 e la llocalizzazione su alcuni tipi
cellulari dell'immunita innata e specifica.

IV.3.1 Materiali e Metodi
a) Pazienti

Il progetto di studio ha coinvolto 23 pazienti c®B5-C (11 maschi e 12 femmine;
eta media 34,4 £ 1,5, range 18-55), 32 pazientilB&D ( 16 maschi e 16 femmine; eta
media 37 + 1.9, range 21-53) e 31 HC (12 mascH &fmine; eta media 36,3 + 2,3,
range 20-55). | soggetti coinvolti nello studio sostati arruolati fra coloro che
afferiscono all’Unitd Operativa di Medicina Intern@rof. Corinaldesi) Azienda
Ospedaliera Universitaria di Bologna, PoliclinicoO8ola-Malpighi, Bologna, con
protocollo sperimentale n° 23/2012/U/Tess. e all @Gad Gerald Oppenheimer Family
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Center for the Neurobiology of Stress, (Lin Chamf)) David Geffen School of
Medicine, University of California, Los Angeles, CASA .

a.l) Criteri di inclusione

. Pazienti affetti da IBS (sia maschi che femmioa) diagnosi positiva basata sui
criteri di Roma I11'**. Eta> 18 anni e 65 anni.

. Pazienti che avranno fornito un consenso infoonsatitto.

a.2)Criteri di esclusione

. Pazienti in gravidanza o presunta gravidanza ormadi allattamento o che non
usa un metodo contraccettivo valido.

. Pazienti con anamnesi positiva per importanti jpafiel organiche, metaboliche,
sistemiche e psichiatriche.

. Interventi chirurgici importanti a carico dell'adde.
. Malattia celiaca.

. Morbo di Crohn

. Colite Ulcerosa.

. Colite microscopica.

. Allergie alimentari accertate.

. Pazienti con una patologia concomitante che pwodederire con il completamento
dello studio: patologia tumorale, scompenso caad@mngestizio, angina instabile.

. Insufficienza renale significativa (creatinin@.0 mg/dL).
. Insufficienza epatica (transaminasi superiori 2ezdlvalore massimo).

. Contemporanea partecipazione ad altro studio.
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a.3) Criteri di inclusione per i soggetti di conti@
. Soggetti di eta e sesso comparabile al gruppoataepti con IBS.

. Soggetti per i quali € indicata I'esecuzione doowl scopia nell’ambito del normale

percorso assistenziale.

. Ottenimento del consenso informato.

a.4) Criteri di esclusione per i soggetti di cortoo
. Soggetti affetti da malattie organiche o distuthiZionali gastrointestinali.

. Condizioni che controindicano l'esecuzione di udagine colonscopica: ossia
pazienti affetti da concomitanti patologie cararteste da grave insufficienza

renale, epatica, respiratoria e cardiaca.

b) Colonscopia e biopsie

La pulizia dell'intestino e stata eseguita dal pease medico la sera precedente ed il
mattino del giorno delllesame mediante clisma cth liro di fisiologica. | pazienti
dovranno essere a digiuno dalla mezzanotte dehgiprecedente. Dopo la valutazione
dei sintomi mediante questionario, i pazienti somstati sottoposti ad una
rettosigmoidoscopia nel corso della quale sone siienute 4 biopsie di mucosa colica
nel tratto del sigma/colon discendente.

c) Immunofluorescenza e Imaging confocale

| campioni sono stati processati secondo metodsfamdard di fissazione ed
inclusione in paraffina presso il Labotario di Ratga Traslazionale (TPCL) - UCLA.
Dal blocchetto paraffinato sono state ottenuteed2lblle 4 fette bianche per vetrino. Le
sezioni istologiche (spessore di 3 um) montate edu xilanati, dopo sparaffinatura e
lavaggio con buffer salino fosfato contenente tri@1% (T-PBS), le sezioni sono state
incubate per 1 ora con soluzione di T-PBS e seriastho allo 0,5% a temperatura
ambiente per il blocco dei siti aspecifici. Sucoemsente le sezioni sono state incubate
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con anticorpo primario specifico (Tabella 2) peaurtte a 4 °C. Il giorno seguente le
stesse sono state incubate con anticorpo secorsjafico (Tabella 2). In esperimenti
preliminari sono state definite le concentrazioriinwali degli anticorpi primari e
secondari, tramite diluizione seriale. In questaefssono state eseguite le analisi
includendo per ogni sessione sperimentale un démt(mcubazione preliminare con
peptide specifico - immunoblocco). In tutta la feg®erimentale e stato compreso un
controllo negativo incubato con il solo anticorpoecendario. L’analisi di
immunofluorescenza e colocalizzazione e stata @segan un microscopio confocale
(LSM Zeiss 710; (Carl Zeiss, Inc., Thornwood, NY}¥@atware ZEN 2011 (Carl Zeiss,
Inc., Thornwood, NY) in dotazione presso il CUREteg of Digestive Diseases, David
Geffen School of Medicine - UCLA. Le immagini sorsiate acquisite ad un
ingrandimento di 20X e 40X previa analisi dell'ins&a del background e del controllo

negativo per la normalizzazione del segnale dgktar

d) Isolamento del materiale d'indagine

L’espressione dei geni corrispondenti BBEND e pOR comprendono diverse
modificazioni post-trascrizionali e post-traduzibna

Il peptide oppioideB-END deriva dal taglio proteolitico del precursopgo-
opiomelanocortina (POMC), che genera attraverses#nt siti di taglio diversi peptidi
biologicamente attivi°. Ne consegue che I'analisi di espressione detiitss attraverso
RT-PCR corrisponde necessariamente ad un dato itiaot assoluto e non
corrispondente all’'espressione del solo pepideND che sara determinato attraverso le
analisi immunoenzimatiche (i.e. Western Blot).

Al fine di ottimizzare la resa dei campioni biopiic termini di numero e ripetibilita,
e stata adottata una metodica che permette lacsepae di RNA e proteine totali dallo
stesso campione. Pur essendo possibile lo stgssalitiseparazione tramite il classico
metodo di Chomczynski®®) & stato preferito I'utilizzo di un kit a colonmin(lllustra
TriplePrep, GE Healthcare, Pittsburgh, PA, USAjjreg di ottenere una resa superiore in
termini di purezza. Tale sistema inoltre, offreplassibilita di ottenere l'isolamento in
step successivi delle porzioni relative a DNA, RBAroteine dallo stesso campione, cio
ha permesso di utilizzare lo stesso campione dutesbioptico sia per i saggi
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d’espressione del trascritto tramite Real-Time PCig del contenuto proteico tramite
Western Blot . I DNA genomico ottenuto e stato hiv@to per studi futuri. La
concentrazione di RNA per campione € stata queatdi mediante spettrofotometro
(Nanodrop 1000, Fisher - Waltham, MA USA).

e) Saggi biomolecolari - Western Blotting e Sybr gr&sal Time PCR

Le biopsie (n°2) sono state congelate in azotadimsubito dopo il prelievo (snap
freeze) siglate e conservate a -80° C. La frazijmmdeica € stata determinata tramite
saggio colorimetrico basato sulla reazione deltadsicinconico (BCA, Pierce), e lettura
allo spettrofotometro. Il contenuto proteico deing@oni e stato separato per elettroforesi
su gel di poliacrilamide al 10% e trasferito su rbeame di polivinidenfluoruro (PVDF).
Successivamente é stato eseguito il blocco deagiécifici tramite incubazione per 1 ora
con buffer di bloccaggio LI-COR (LI-COR Biosciengddncoln, NE). Le membrane
sono state incubate overnight con I'anticorpo primapecifico per la proteina in esame
e per la proteina di controllo (GAPDH - Tabella Rgiorno seguente, le membrane sono
state lavate in T-PBS ed incubate con anticorpmrstario fluorescente specifico
(Tabella 2) per 1 ora, l'intensita delle bande atsstacquisita e quantificata grazie
attraverso scanner Odyssey SA e software Odisd€0O(R Biosciences, Lincoln, NE).
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Tabella 3 -Elenco degli anticorpi utilizzati nelle proceduceyatteristiche e concentrazioni d'uso

Concentrazione

Concentrazione

_ Target : Laboratorio/Azienda L o
Descrizione Specie : di utilizzo per di utilizzo per
cellulare/molecolare produttrice WB
Ab .
L anti- hu MOR MOR Rb Immunostar 1:200 1:2000
primari
anti-hu 8 -END R-END Rb Lab. di Psichiatria e Scienze 1:100 1:1500
Comportamentali — UCLA
anti-hu EMR-1 Macrofagi Mo Santa Cruz 1:100
anti-hu CD4 Linfociti T CD4+ Mo Millipore 1:50
anti-hu Triptasi Mastociti Mo Millipore 1:1000
Gliceraldeide
anti-hu GAPDH -3-fosfato- Mo Cell Signaling 1:2000
deidrogenasi
Anti-hu CB2 CcB2 Gt Santa Cruz 1:50 1:200
Ab
: Alexa f.Iuo 555 Dk Life Technologies 1:1000
secondari anti Rb
Alexa fluo 488 Dk Life Technologies 1:1000
anti Mo
IR-Dye 680 Gt LI-COR 1:10000
anti Mo
IR-Dye 800 )
Anti Rb Gt LI-COR 1:10000
'R-Dye 800 Dk LI-COR 1:10000
Anti Gt
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Per il saggio di Real T-PCR, per ogni campione HuRNA & stato utilizzato per la
reazione enzimatica di retrotrascrizione eseguataite kit contenente trascrittasi inversa
SuperScript 1l (Superscript [lI® Life Technologie€A); il cDNA ottenuto e stato
caricato in triplicato su piastre da 396 e aggiuatdé9ul di LightCycler ® 480 SYBR
Green | Master Mix e termociclatore LightCycler ® (Roche, Applied Biosystem, )
secondo indicazioni del fornitore. Di seguito saiportate le sequenze dei primer per
I'ampificazione dei target d’'indagine e della semgee relativa al gene housekeeping [3-
actina per la normalizzazione del grado di espoessi

HOR F: 5" - ATGCCAGTGCTCATCATTAC - 3

R: 5 - GATCCTTCGAAGATTCCTGTCCT- 3

POMC F: 5 - TGGAGTTCAAGAGGGAGCTG - 3

R: 5 - TTCTCGGAGGTCATGAAACC

CB2 F: 5'- CGCCGGAAGCCCTCATACC - 3'

R: 5 - CCTCATTCGGGCCATTCCTG -3

3-actina F: 5 - CCATCATGAAGTGTGACGTGG - 3’

R: 5 - GTCCGCCTAGAAGCATTTGCG - 3’

Tutte le sequenze sono state valutate tramite acétan-line (Primer 3).

f) Analisi Statistica

| dati sono riportati come medie + ES e intervdllanalisi di varianza (ANOVA)
sara usata per il confronto tra i tre gruppi corspnello studio (HC, IBS-D, IBS-D). La
potenza dello studio e stata calcolata ad uno PeB0l grado di significativita basato su
un modello di effetto fisso.

54



Il test di Spearman per ranghi sara utilizzato\@dutare la correlazione tra i valori
relativi ai punteggi dei sintomi gastrointestinaliil grado di espressione ftEND e
HOR.

Per I'analisi dei dati € stato utilizzato il soffeaGraphpad Prism (Graphpad Inc. La
Jolla, CA), saranno considerati statisticamenteiggtivi i valori P minori di 0.05.

IV.3.2 Risultati
a) Imaging confocale

La valutazione tramite imaging confocale ha mostriat presenza dei target di
indagine su alcuni tipi cellulari. In particolatmfociti T CD4+ e macrofagi EMR-1 sono
risultati immunoreattivi agli anticorpi per pHOR eERID, come anche diverse cellule
epiteliali, disposte sul perimetro delle cripteestinali (Figura 7). Non é stata evidenziata
alcuna immuoreattivita per HOR e R-END sui mastoCiB2 inoltre e risultato espresso
dalle stesse cellule epiteliali immunoreattive eRu@igura 8).
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Figura 7. Immagini rappresentativdell'indagine di immunofluorescenza su campionipiici di mucosa
colica di pazienti con IBS immunoreattivita dei target d'indagine WOR-END ed i marker immunita
d’indagine CD4, relativai linfociti T CD4+; EMF-1, ai macrofagi e triptasi (TRYai mastociti. CB2 &

risultato espresso sulle stesse cellule epitgd@gitive alla marcatura pOR
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b) SYBR Green Real Time PCR

Le analisi d’espressione del messaggero per pORhanno raggiunto un risultato
statisticamente significativgp€£0.0675) nonostante cio € stata rilevata una tegidien
aumento rispetto ai campioni HC soprattutto netogpuppo IBS-C (+1,098+0,53 -
Figura 8, A). Non ¢ stata rilevata alcuna diffegedzgenere statisticamente significativa
nell'espressione del targep=0,12 - Figura 8, B) come in quella di tutti leraltmolecole
analizzate durante lo studio.

Figura 8 - quantificazione del trascritto relativo a pOR
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Figura 8 - Real Time per HOR A. Il grafico mostra una tendenza all’aumento dsfit@ssione del
recettore nei campioni di pazienti con IBS (N=56)n, particolare nel sottogruppo IBS-C (N=23;
+1,09810,53; p=0,0675 vs HC: N=27; IBS-D: N=3B).Non e stato rilevato alcun aumento statisticamente
significativo nell’espressione del recettore trggetti maschi e femmine. Nella parte inferiore gielfico &

indicata la numerosita di ciascun gruppo sperinienta

Il trascritto per POMC nei pazienti con IBS é riatd aumentato rispetto ai HC, in
particolare nel sottogruppo IBS-C (+1,82+0,480,05 - Figura 9).

Figura 8 - quantificazione del trascritto relativo a pOR
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Figura 9 - Real Time per POMC-A. Il grafico mostra un aumento dell’espressione réekttore nei

campioni di pazienti con IBS rispetto ai HC (+1,84&: p<0,05; IBSN=46; HC:N=28), in particolare

nel sottogruppo IBS-C (+2,25+0,7; p<0,05; IBSIE=20). B. la differenza di espressione tra pazienti

maschi e femmine non risulta statisticamente sigativa (HC_F HC_M p=0,081). Nella parte inferiore

del grafico € indicata la numerosita di ciascurpgausperimentale.

Il recettore CB2 é risultato piu espresso rispetipOR e R-END in tutti i gruppi,

sebbene con un’ampia variabilita. L’espressionéseéltata circa 7 volte maggiore nel
sottogruppo di pazienti con IBS-C rispetto ai H®30,8+280,91p<0,05 - Figura 10).
Anche in questo caso non sono state rilevate difisx di genere tra i gruppi.

59



A v" :0‘
g 10004 = o §
) ]
I 4
=) Aty v A% %
= 10 um A .“ 2
5 ] Ay,h *3 £
2 1 A 'y 3% 3
® ] . -
2 0.1 "
0'01 L) L L) i
HC IBSd IBSc IBS tot
HC | IBSd | IBSc | IBS tot [HC_F THC_M | IBSdF | IBSdM ' IBScF IBScM _ IBS totF | IBS totM |
15 | 20 17 39 [9 7 11 g 7 10 15 19 |

Figura 9 - Real Time per CB2A. Il grafico mostra un marcato aumento dell'espoessdel recettore nei
campioni di pazienti con IBS rispetto ai HC (+46£1,25,8; p<0,05; IBSN=39; HC: N=15) IBS-C
(+630,8+280,9 vs HQp<0,05; IBS-CN=17 IBS-D:N=20). Si noti I'ampia variabilita del campione (ass
log10) B. La differenza di espressione tra soggetti mascébggetti femmine non risulta statisticamente

significativa. Nella parte inferiore del graficorgoriportate le numerosita dei gruppi sperimentali.

c) Western Blot

| risultati dell’analisi d’espressione proteica ic@ho un analogo aumento
dell’'espressione dei target di analisi paragonahila quantificazione del trascritto
precedentemente riportate nei campioni IBS rispattélC, ma con alcune differenze
rispetto ai sottogruppi. In particolare, €& statéeviato un significativo aumento
d’espressione nei sottogruppi IBS-D e nel totalecdenpioni IBS nell’analisi di pOR
(IBS-D: +0,042+0,015; IBS: +0,042+0,01%<0,05) e CB2 (IBS-D: +0,046+0,01; IBS+
0,043+0,001 $<0,05), mentre come nel saggio di Real Time PCRhamel Western
Blot, B-END risulta maggiormente espressa nel gaifgpo IBS-C (IBS-C: +0,095+0,02;

IBS +0,07+0,01p<0,05) (Figura5).
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Figura 10 - Quantificazione dell’espressione proteica di J@END e CB2
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B-ENDCB2 A,C,E) risultano aumentati nei

pazienti con IBSA. pOR: 'aumento tra IBS e HC non risulta statetente significativo (IBS vs HC

+0,022+0,005; p=0,12;

IBS:N=35; HC: N=11;

IBS-C:

NE IBS-D: N=22) B.C. RB-END: la

sovraespressione € risultata maggiore nel sottpgrlpS-C (IBS vs HC +0,07+0,001; p<0,05; IBS-C vs

HC +0,0940,001; p<0,01 IBS:N=35; HC: N=11; IBS-C=M,; IBS-D: N=22).E. CB2 risulta aumentato
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nei pazienti con IBS, a differenza delle precedemtalisi non €& risultata una sensibile differenza d
espressione tra sottogruppi (IBS vs HC +0,04+0,0040,05; IBS-D vs HC +0,04+0,001; p<0,05
IBS:N=21; HC: N=10; IBS-C: N=8; IBS-D: N=13). Laftirenza di espressione tra pazienti maschi e
femmine non risulta statisticamente significatiBa{,F). Nella parte inferiore di ciascun grafico & anteta

la numerosita di ogni gruppo sperimentale.
IV.3.3 Discussione

| dati presentati mostrano un tendenziale aumeetbespressione di pOR in un
sottogruppo di pazienti con IBS ed una sovraesesgiu pronunciata i-END e del
trascritto relativo al suo precursore POMC, sopttitnei pazienti con IBS-C. Queste
alterazioni sono state osservate attraverso unsmkspressione che ha confermato una
corrispondenza tra i dati relativi al trascrittogeelli relativi alla proteina. Nel corso
dell'analisi e stata riscontrata un’ampia varidailtra i campioni IBS, in linea con

precedenti studi*?® 27 ||

dato relativo al precursore pdi-END, POMC come
precedentemente accennato € da considerarsi regtadiente proporzionale a quello del
suo prodotto. Rimane tuttavia un indice utile adefidi saggiare in future analisi la
concentrazioni di altri target POMC-derivati chetrpbbero essere coinvolti nella
patologia. Sia il pHOR che il ligand®END sono stati localizzati su macrofagi EMR-1
positivi, sui linfociti T CD4 e in corrispondenza alcune cellule epiteliali delle cripte
intestinali. Il recettore CB2 é risultato marcataweepiu espresso nei pazienti con IBS,
sebbene le analisi del trascritto e della protem@strino una maggiore espressione in
sottogruppi diversi: nell’analisi del trascritto €Bisulta maggiormente espresso nei
pazienti con IBS-D, mentre nell’analisi d’espressioproteica risulta una maggiore
espressione nel sottogruppo IBS-C. Inoltre e seitdenziata un’altissima variabilita tra i
campioni, in particolare di 2 o 3 ordini di grandaznell’espressione del trascritto. |l
recettore CB2 é risultato espresso, analogamegtmato rilevato per HOR sulle cellule
epiteliali presenti sul perimetro delle cripte. Eotan linterazione dei recettori
cannabinoidi e HOR sulle espresso dalle celluleumtarie, in particolare di CB1 e pOR
nell'inibizione di produzione di IL-2 da parte daifociti T %2 Tuttavia il preciso ruolo
di CB2 in sinergia con il recettore uHOR non € aaadriaro e necessita di ulteriori studi
funzionali. Diversamente da quanto prospettato’elatlenza clinica che indica un
abbassamento della soglia del dolore nei pazientiBS,*?, il presente studio rileva un

aumento delle componenti biologiche responsabilindeccanismi endogeni analgesici.
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Questa discrepanza in realta puo riferirsi ad umsisde aumento della popolazione
immunitaria innata (i.e. macrofagi) e specificanf@iciti T CD4+) mostrata in diversi
studi precedentt®*e ad un possibile stato di attivazione dei suddigiticellulari. Nello
studio di Di Sabatino e colleghi sull’espression€B1 e CB2 in IBD e stato evidenziato
un marcato aumento di CB1 nei tessuti di coloramfinato di pazienti con UC e CD ed
un decremento anche se non sostanziale paragonatmteollo del ligando AEAM.
Diversamente Marquez e colleghi hanno mostrano cé&MBA risulti aumentato nei
durante i fenomeni di infiammazione intestina®®. Un’analisi preliminare
dell'espressione di CB1 ha evidenziato un aumenigudsto recettore nei campioni di
IBS, tale dato non e stato incluso nel presentdictooiché deve essere ancora validato
con ulteriori analisi. Il dato relativo a CB2 pdilee percio essere legato a meccanismi
compensatori endogeni di natura pro-algesica. idlieanalisi risultano quindi necessarie
al fine di per definire i valori degli agonisti evgeni di CB1 e CB2.

Inconclusione i dati presentati supportano la sesiondo cui il sistema oppioide e
cannabinoide possono contribuire alla risposta imenalterata riscontrata nei pazienti
con IBS, ed in particolare nel sottogruppo IBS-C.
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Capitolo V:

CONCLUSIONI E PROSPETTIVE

La presente trattazione ha descritto un modellcetumale in grado di collocare le
diverse tipologie di studio in ambito farmacologs®condo una prospettiva traslazionale,
inserendo il progetto di ricerca tissutale espgstredentemente in una cornice che ne
evidenziasse proprieta, vantaggi e limiti.

Il contesto attuale della legislazione nazionalelpnitando sotto alcuni significativi
aspetti la sperimentazione animale ha altresi trdiversi spunti per I'ottimizzazione
delle procedure al fine di ottenere un disegnoispartale volto a migliorare non solo le
procedure sulla base di criteri etici, ma anclearhttere predittivo del modello animale.
In tal senso, € necessario eseguire una valutazieltee verosimiglianza dei modelli in
base al preciso meccanismo in studio. In partieplata predittivita nei modelli di
inflammazione intestinale chimicamente indotta meosi una generale validita in base al
grado di verosimiglianza clinico-sintomatologicautffvia il modello DSS indotto non
rispecchia le caratteristiche fisiopatologiche treéa all'immunita cellulo-mediata
presente nelle IBD umane e percio non risulta udetio utile per questo tipo di studi.
Inoltre, € da chiedersi se l'inflammazione a lutgonine mostrata in diversi modelli di
inflammazione rispecchi la reale condizione cronidelle IBD. La caratteristica
multifattoriale, I'eziopatogenesi ancora sconosti@t'eterogeneita dei pazienti con IBS
rappresentano i limiti principali per lo sviluppa dn modello animale affidabile e
predittivo. Un generale consenso sul ruolo de#i@trione delle funzioni dell'asse
ipotalamo-ipofisi-surrene nella manifestazione slatomi in un sottoinsieme di pazienti
con IBS valida l'utilizzo di modelli animali stresadotti. Si noti che lo sviluppo in
guesto senso di terapie farmacologiche dovrebberees®slto al trattamento di pazienti
con una storia clinica che comprenda eventi avvergta precoce. Il modello ibrido

stress/chimicamente indotto rappresenta I'unico efloddi roditore che manifesti una
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verosimiglianza con la cronicita clinica del digtare con le alterazioni della maotilita.
L’area di studio delle malattie funzionali gasttestinali e nella fattispecie IBS mostra
quindi una particolare necessita di utilizzare ntibdéernativi rispetto a quello animale.

I modelli in vitro classici permettono una simulazione parziale deerdi tipi
cellulari che contribuiscono alla fisiopatologidldemalattia, gli studi sulla permeabilita
trans-epiteliale si basano su una metodica affidabistandardizzata che comprende gl
attori cellulari fondamentali nello studio di questmeccanismo. Gli studi di
elettrofisiologia rappresentano un’altra procedaitamente standardizzata che da piu di
cinquant’anni ha contribuito in modo straordinaalta comprensione dei meccanismi
sensoriali e motori intestinali. Entrambi i moddiin vivo ed in vitro) possono essere
fortemente ottimizzati in termini di verosimigliamzlel costrutto attraverso l'integrazione
con fattori esogeni derivabili dal paziente. L'iizlo di terreni contenenti i mediatori
derivati dal tessuto bioptico di pazienti con IBgppresenta una felice integrazione del
sistema cellulare/tessuto volta al miglioramentd’'adpetto traslazionale degli studi
cellulari ed elettrofisiologici.

I modelli in vitro di nuova generazione, (i.éab-on-a-chip), basati su sistemi di
microfluidodinamica potranno permettere di insedleuni parametri fondamentali nello
studio dei meccanismi immunitari e di motilitd goécin grado di riprodurre diverse
caratteristiche anatomiche e funzionali, come lorrdmento di fluidi intraluminali e
'assorbimento di nutrienti. Tuttavia, il loro swgpo recente necessita ancora di una
validazione preliminare basata su meccanismi biclogoti nei modelli animali e
nell’'uomo e solo successivamente potranno esseizzai per analisi sull’attivita (nota
e successivamente sperimentale) di un farmaco.

Questo tipo di validazione qualitativa fa parte defmale processo di sviluppo di
modelli induttivi, quali modelli concettualf, matematici e computazionali. Sulla base di
guesto approccio lo sviluppo dei modetii silico € ontologicamente dipendente dalla
conoscenza prodotta sperimentalmente e di consegui@ncontinua evoluzione. Un
possibile approccio per la rappresentazione deairfemi biologici procede attraverso la
rappresentazione di sub-sistemi biologici e swgigasntegrazione degli stessi, mimando
la realta della programmazione digitale. Il perooper la simulazione del livello di
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complessita dell’organismo vivente e ad oggi imgnkes nonostante questo, e evidente
come l'avanzamento delle tecniche sperimentali gutacdi pari passo con la capacita di
integrare i modelli computazionali (statistici ensilatori) con altri sistemi-modello (i.e.
in vitro ed in vivo).

Questo tipo di approcci € alla base degli studiidiogia di sistema, che analizzano i
dati derivanti dagli studi di profili genetici dpazienti attraverso piattaforme in grado di
determinare nuovi target biomolecolari e il netwdrknterazioni proteiche associato. Gli
stessi sistemi possono essere utilizzati per l@azbne dei modelli animali di malattia
intestinale come precedentemente eseguito in aktudi che hanno determinato i profili
di espressione citochinici piu simili alla realténica di malattie inflammatorie croniche
intestinali. Analogamente, & auspicabile l'utilizdegli stessi strumenti per affinare i
criteri diagnostici sulla base di una definiziore® parametri organici del paziente volti a
creare un profilo rappresentativo specifico. Adngs®e, la variabilita riscontrata nel
presente studio come in diverse indagini di tabgetogici e possibili biomarker per IBS
potrebbe essere associata a dei precisi profiigagologici specifici per classi di pazienti
che non necessariamente corrispondono agli attutdri diagnostici di distinzione della
patologia.

La creazione di nuovi sistemi di indagine semprte alidi da un punto di vista
traslazionale, sembra quindi dipendere almeno itepialla capacita di integrare realta
disciplinari, tecnologie ed esperienze metodologjidiverse nel contesto della ricerca in
campo biomedico e farmacologico.
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