PROGETTO DI RICERCA

VALIDAZIONE PRECLINICA DI NUOVI STRUMENTI TERAPEUTICI PER PATOLOGIE DEL
NEUROSVILUPPO

STATO DELL’ARTE E OBIETTIVO DELLO STUDIO
Il Disordine da Deficit di CDKL5

Il Disordine da Deficit di CDKL5 (CDD, OMIM 300203, 300672), & una grave e cronicamente
debilitante patologia dello sviluppo neurologico causata da mutazioni del gene CDKL5 (cyclin-
dependent kinase-like 5). Tale gene ¢ localizzato sul braccio corto del cromosoma X (1) e
codifica per una serina/treonina chinasi che e altamente espressa a livello cerebrale (2).
L'incidenza del CDD ¢ attualmente stimata in 1:42.000 neonati (3) e la maggior parte dei
pazienti sono bambine eterozigoti. | bambini affetti da CDD mostrano una sintomatologia che
include epilessia farmaco resistente con esordio nei primi mesi di vita, ritardo mentale ed
autismo, oltre a ridotte capacita visive, motorie e problemi respiratori e a livello
gastrointestinale (4). La maggior parte di questi bambini non pud camminare, parlare o
nutrirsi autonomamente. Allo stato attuale non esistono terapie efficaci per migliorare i
sintomi della CDD e gli approcci terapeutici fino ad ora utilizzati per contrastare uno dei
sintomi pil devastanti di tale patologia, 'epilessia, si sono dimostrati di scarsa efficacia. Di
conseguenza, la maggior parte dei pazienti affetti da CDD conduce una vita non autonoma e
dipende dalle cure dei parenti e della societa. Gli studi effettuati a riguardo indicano che
allevare un bambino affetto da una tale disabilita ha un effetto notevole sul benessere di

tutta la famiglia (5).
Modelli murini del Disordine da Deficit di CDKL5

Negli ultimi anni sono stati creati molteplici modelli murini della CDD - ovvero: topi knockout
(KO) per Cdkl5 (6-8) - che ricapitolano molte delle caratteristiche osservate nei pazienti. | topi
CdkI5 KO presentano, in analogia con la patologia umana, comportamenti simil autistici,
deficit cognitivi caratterizzati da una grave compromissione dei processi di memoria e
apprendimento ippocampo-dipendenti, deficit visivi e respiratori e stereotipie motorie. Lo
studio di tali modelli ha permesso percio di chiarire il ruolo di CDKL5 nello sviluppo neuronale

e nelle funzioni cerebrali (9).



Modelli cellulari del Disordine da Deficit di CDKL5

Recentemente, mediante una metodica di CRISPR/Cas9 (10), € stata creata una linea pseudo
neuronale (da neuroblastoma) umana knockout per CDKL5 (SH-CDKL5-KO) che ricapitola i) le
alterazioni nelle vie di segnalazione (GSK3p) e ii) i deficit di sopravvivenza e maturazione
neuronale precedentemente descritti nel modello murino di CDD. Inoltre, come descritto in
vivo (10, 11), le cellule SH-CDKL5-KO sono piu sensibili agli stress ossidativi/eccitotossici.
Pertanto questa linea rappresenta un valido modello cellulare di CDD che pud essere
utilizzato per valutare I'efficacia di una farmacoterapia nel ripristinare il fenotipo dato

dall’assenza di CDKLS5.

Meccanismi patogenetici nelle malattie neurologiche: la glicogeno sintasi chinasi 3

Studi svolti negli ultimi decenni hanno evidenziato la presenza di meccanismi patogenetici
comuni a molte malattie neurologiche, dovuti all’alterazione della funzionalita di proteine
essenziali per una corretta funzione cerebrale. Fra queste, la glicogeno sintasi chinasi 3 (GSK3)
presenta una grossa attrattiva come target terapeutico per il suo ruolo chiave nella
fisiopatologia dei disordini neurologici. Questa chinasi controlla vari aspetti della funzione
cellulare attraverso molteplici vie di segnalazione e con oltre 100 substrati ad oggi identificati.
Al di la del suo classico ruolo nel metabolismo del glucosio, la GSK3 ha una funzione centrale
nei processi alla base dello sviluppo del sistema nervoso centrale (SNC) come neurogenesi,
plasticita sinaptica, sopravvivenza dei neuroni (12). Alterazioni della funzionalita della GSK3
sono state riscontrate in molti disturbi neurologici (patologie neurodegenerative,
psichiatriche e dello spettro autistico (12, 13) e data la sua importanza come target
terapeutico, negli ultimi anni sono stati fatti enormi investimenti nella ricerca e nello sviluppo
di inibitori capaci di influenzarne I'azione. Numerosi studi hanno dimostrato I'efficacia, in vitro
e in vivo, di questi inibitori in vari tipi di patologie neurologiche che spaziano dai disturbi
dell'umore e del comportamento, all’autismo, alle patologie neurodegenerative; e per alcuni
di questi inibitori sono attualmente in corso trial clinici (13-16).

Tuttavia, per la maggior parte di questi inibitori restano ancora molti dubbi riguardo la
selettivita, la tossicita a lungo termine e I'efficacia.

La ridotta efficacia di questi inibitori pud essere dovuta alla complessa eziologia delle
patologie del SNC su cui sono stati testati, per tale motivo le nuove strategie terapeutiche

sono indirizzate contemporaneamente a bersagli multipli. Per esempio & stato dimostrato che



la somministrazione combinata di inibitori di GSK3B e delle deacetilasi istoniche (HDAC)
promuove un incremento del potenziale terapeutico rispetto al singolo trattamento (17). Data
la loro importanza nello sviluppo cerebrale le HDAC sono infatti considerate target terapeutici
in molte patologie neurologiche fra cui il disordine da deficit di CDKL5 (CDD) (18-21).
Recentemente il trattamento in vivo, in un modello murino di CDD, con una prima
generazione di inibitori duali di GSK3/HADC, si & dimostrato molto promettente nella
reversione di alcuni dei fenotipi neurologici che caratterizzano tali animali (22). Inoltre, poiché
I'utilizzo di farmaci inibitori potrebbe causare problematiche inerenti all’accumulo dei target e
I'insorgenza di fenomeni di resistenza al farmaco; per ovviare a cio le piu recenti strategie di
drug discovery sono indirizzate allo sviluppo di molecole capaci di promuovere la

degradazione dei target.

Dato l'urgente bisogno di sviluppare nuove terapie per le complesse patologie del sistema
nervoso centrale, I'identificazione di composti innovativi ed efficaci € un passo fondamentale

per questo processo.

OBIETTIVO DELLO STUDIO

L'obbiettivo di questo progetto & quello di validare I'efficacia terapeutica di molecole di
nuova generazione recentemente sintetizzati dal Prof. Andrea Milelli (QUVI, UNIBO) in un
modello in vitro del disordine da deficit di CDKL5 (CDD). Per i composti che risulteranno piu
efficaci nel ripristinare il fenotipo patologico in un modello in vitro di questa patologia,
prevediamo di effettuare uno studio pilota allo scopo di valutare l'efficienza dei nuovi
composti nell’attraversare la barriera ematoencefalica, prerequisito essenziale per studi futuri

di efficacia in vivo, nel modello murino della CDD.

PIANO DI ATTIVITA

L'assegnista sara coinvolto nelle attivita di seguito descritte riassunte in figura 1

TASK: 1.1 Validazione dell’efficacia dei composti di nuova sintesi in un modello cellulare

del Disordine da Deficit di CDKLS5.



Per verificare I'efficacia dei composti nel promuovere: l'inibizione di GSK3 3 /HDAC
(multitarget) o la degradazione della GSK3p (PROTAC), e cellule SH-CDKL5-KO verranno
trattate per 24 ore con concentrazioni crescenti dei composti in esame (0.1; 10; 25; 50 e 100
uM). Come controllo di attivita verranno utilizzati gli inibitori di GSK3 3 e HDAC da cui i singoli
composti sono stati derivati. Mediante Western blot verranno analizzati: i) i livelli totali di
GSK3 B i livelli di fosforilazione della GSK3 3 e di target a valle della GSK3 3 (come CRMP2 e
Beta catenina) e ii) i livelli di acetilazione della tubulina e dell’istone H3.

Per verificare I'efficacia dei composti nel ripristinare i deficit proliferativi e la capacita di
sopravvivenza della linea SH-CDKL5-KO, mediante marcatura con Hoechst, verra analizzata la
percentuale di nuclei mitotici e picnotici dopo un trattamento effettuato con le stesse
modalita sopra descritte.

L’effetto dei composti sul ripristino di una corretta maturazione neuronale verra analizzato
mediante esperimenti di differenziamento in cui le cellule verranno trattate per cinque giorni
consecutivi, con acido retinoico (10 uM) e con i composti in analisi. A fine trattamento verra
valutata la lunghezza media dei neuriti a partire da immagini a contrasto di fase delle colture
cellulari.

In fine, per verificare se i composti sono in grado di esercitare un’azione neuroprotettiva sulle
cellule SH-CDKL5-KO soggette a stress ossidativo (acqua ossigenata, 100uM), verra valutata la
vitalita cellulare (mediante analisi della percentuale di cellule apoptotiche) e I'induzione di
danno al DNA (analisi dei livelli di espressione e del numero di foci nucleari dell’istone YH2AX,

biomarcatore associato al danno al DNA).
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Figura 1: Schema del piano sperimentale

TASK: 1.2 Valutazione in vivo dell’efficacia dei composti nell’attraversare la barriera
ematoencefalica.

| composti che presenteranno la maggiore efficacia nel ripristino del fenotipo nel modello
cellulare di CDD verranno analizzati in uno studio pilota, in vivo, atto a determinare la loro
capacita di superare la barriera ematoencefalicalica. Topi wild-type saranno trattati per via
intraperitoneale con differenti dosi di tali composti (10, 50 e 100 mg per Kg di animale; n=3
per gruppo). A 24 ore dalla somministrazione gli animali verranno sacrificati e ne verra
prelevato il cervello. Mediante analisi di Western blot su estratti cerebrali, verranno analizzati
i livelli di inibizione o degradazione della GSK3 3 ed i livelli di acetilazione della tubulina e
dellistone H3, come indice dell'efficacia dei composti nell’attraversare la barriera
ematoencefalica.

Queste analisi saranno preliminari per uno studio successivo volto a verificare I'efficacia di
questi composti nel ripristino dei deficit neuroanatomici e comportamentali che

caratterizzano il modello murino di CDD, il topo CdkI/5 KO.

PIANO DI FORMAZIONE SCIENTIFICA



Il progetto prevede un piano di formazione scientifica mirato a fornire gli strumenti di
carattere teorico e pratico, necessari per il raggiungimento degli obiettivi del progetto.
Dal punto di vista pratico, nel progetto verranno acquisite le seguenti metodologie
sperimentali:
e Mantenimento di linee cellulari in vitro
e Saggi di vitalita su linee cellulari
e Estrazione di proteine da campioni di cellule o di tessuto cerebrale e quantificazione
per analisi tramite western blot.
e Analisi di differenziamento in senso neuronale di linee cellulari
e Analisi di espressione proteica tramite Western Blot
e Tecniche di immunocitochimica
e Acquisizione computerizzata di immagini di preparati citologici al microscopio ottico e
a fluorescenza

e Impiego di test statistici di base per confronti multipli fra gruppi sperimentali.

Dal punto di vista strettamente teorico il progetto di formazione prevede:
e Frequenza a seminari tenuti nel Dipartimento presso il quale verra svolto il piano di
formazione. | seminari saranno tenuti sia da docenti del dipartimento sia da studiosi
nazionali ed internazionali.

e Partecipazione a Congressi scientifici nazionali ed internazionali.
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