Bollettino della Societa Medico Chirurgica di Pavi23(3):439-446
Comunicazione all'adunanza del 24 settembre 2010

Alterazioni neuronali e sinaptichein topi knock-out B2 (-/-) con
fenotipo simil-autistico

Francesca PrestériMatteo Rocchetti Marianna Bosh Egidio D’Angeld

!Dipartimento di Scienze Sanitarie Applicate e PsmmportamentaliSezione di Psichiatria, e
“Dipartimento di Scienze Fisiologiche-FarmacologidBellulari-Molecolari, Sezione di Fissiologia
Generale, Universita degli Studi di Pavia, Pavitglia

Alterazioni neuronali e sinaptiche in topi knock-out 1B2 (-/-) con fenotipo simil-autistico

La delezione del gene SHANKS3 & associata alla smdrdi Phelan McDermid. Nella quasi totalita dejgpetti

e stata riscontrata la co-delezione del gene IB&iftlo questa condizione clinica caratterizzal@ pl@senza di un feno-
tipo autistico e considerando il possibile ruolba®velletto nella patogenesi di questo fenotifalyiamo investigato le
alterazioni elettrofisiologiche a livello della ajpsi tra fibra muscoide e cellula granulare in kmpick-ouper il gene IB2.
Le misurazioni sono state effettuate mediante liegp della tecnica dettpatch-clamp in configurazione di
voltage-clampregistrando le correnti post-sinaptiche ecciiatspontanee ed evocate. | dati raccolti sono stati
analizzati per ottenere una valutazione delle coraptt AMPA ed NMDA delle correnti post-sinaptichecéa-
torie evocate ed un’analisi quantale del rilaséigldtammato.

La distruzione sperimentale del gene I1B2 nei tappbrtato ad una riduzione delle correnti AMPA auadncremento
delle correnti NMDA nella neurotrasmissione glutargica a livello delle sinapsi tra fibra muscaoideellula granulare
e ad una riduzione della probabilita di rilasciorgpneo di glutammato all'interno dei glomeruliedzsllari.

Dal momento che alterazioni del rapporto tra le ponenti NMDA ed AMPA sono gia state riscontratealtri
modelli animali recanti alterazioni genetiche agsecalle patologie dello spettro autistico ed ieggaiti per lo
studio della patologia autistica, suggeriamo ilgiioige ruolo della co-delezione del gene IB2 nekdminare il
comportamento simil-autistico osservato nelle pafiel da delezione di Chr22gter.

Neuronal and synaptical alterationsin I B2 (-/-) knock-out mice with autistic-like phenotype

Deletion of gene SHANK3 is associated with PhelasDi&rmid Syndrome. In almost all subject there ésdb-
deletion of gene IB2. Starting from the possiblevant role of the cerebellum in the pathogenesencAutis-
tic-like phenotype, which is found in Phelan McD&Syndrome, and from the localisation of IB2 a thSD
level in gerebellar glomeruli, we investigate thec&ophysiological alteration of neurotransmissinrmossy
fibre-granule cell synapse, that followed the defebf IB2 in mice.

The measures was obtained by using the technigpatofi-clamp, in a voltage-clamp configuration, atichu-
lating mossy fibers with different patterns, in erdo evaluate the stimoulus-dependent EPSCs andptbnta-
neous MEPSCs. The data collected was analysedtéinothe evaluation NMDA and AMPA component
of the EPSC and to perform a quantal analysis ofaghate release.
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Experimental disruption of IB2 gene in mice redus®PA and enhances NMDA receptor-mediated glutargate
transmission in cerebellum and reduces the refeabability of glutamate in mossy fibre-granuld sghapses.

Since alteration of the NMDA/AMPA ratio was found different animal models bearing genetic alteratio
known to be associated with Autism Spectrum Disrdere suggest the possible role of the co-delatfoiB?2
gene in determine the autistic like behaviour obsgiin Chr22qter-associated cognitive disorders.

I ntroduzione

Le patologie dello spettro autistico hanno una alervza stimata attorno allo 0.6% della popolazione
generale, e si caratterizzano per la presenza amaromissione delle capacita di relazione sociale,
delle capacita di comunicazione, soprattutto vesbalper la presenza di una ristretta gamma di inte
ressi e di attivita stereotipate [1-2]. Esistoneedse teorie riguardo alla fisiopatologia di quegtop-

po di patologie. Tra le piu citate sono da menazierla teorie che sostengono il ruolo di un iper-
connettivita locale dei neuroni della cortecciacteale e di una compromissione dell’attivita delle
regioni temporale e prefrontale, nel determinareol@promissione delle funzioni integrative osserva-
te in questi soggetti [3-4]. Molto interessanti s@nche gli studi neuroanatomici effettuati su stiyg
autistici, in cui e stato evidenziato un deficittaeumerosita cellulare a livello delle regiomnhbica e

del cervelletto [5-6]. Questo fatto e supportatstdai su modelli animali, in cui una disfunzioreabellare
puo condurre ad alterazioni comportamentali ctigarmoano quelle osservate nei soggetti autistigj[7-

Le patologie dello spettro autistico possono ad#ferenti concause, tra cui insulti ambientalilO},

e mutazioni genetiche [11-16]. E interessante Botame molte delle mutazioni riscontrate interessi-
no geni codificanti per proteine coinvolte nell’artettura sinaptica [17]. Ad esempio, topi in cane
state indotte le mutazioni dei geni neurexina aroleina corrispondenti a quelle riscontrate neg-so
getti autistici, mostrano un alterato rapportoléraeurotrasmissione eccitatoria e quella inibéoed

in qualche caso, alterazioni comportamentali sauntistiche [18, 19, 20]. In alcuni casi sono invece
state riscontrate alterazioni del rapporto tradeygonenti NMDA ed AMPA dipendenti delle risposte
post sinaitiche eccitatorie a livello delle sinagisitamatergiche [21-22].

Diversi lavori associano la presenza di alteraziwiia regione terminale del braccio lungo del cro-
mosoma 22 alle patologie dello spettro autistic. &sempio, la delezione detusChr22q13.13 de-
termina la comparsa della sindrome di Phelan Mcixer@Questa sindrome € caratterizzata dalla pre-
senza di un comportamento autistico, un ritardegaizzato dello sviluppo che puo associarsi, 0 me-
no, ad un ritardo anche grave nell’acquisizionelidguaggio, oltre ad alcuni tratti dismorfici mimo

La delezione ddbcusChr22q13.3, riscontrata anche in alcuni soggé#itada patologie dello spet-
tro autistico, determina la perdita del gene SHANK@ntificato come la minima regione deleta [13-
14, 23-24]. Nella quasi totalita dei casi documgntaoltre, la delezione si estende in direzioea-c
tromerica per 800 Kb a partire dal gene SHANK3edatnando la co-delezione del gevidPK8IP2
(altrimenti noto coméB2) situato a sole 70 Kb in senso prossimale risg@taNK3 [14, 23-24]. IB2

€ una proteina espressa a livello dei neuronile dellule neuroendocrine [25] dove € nota inteeagon
diverse proteine, tra cui IB1 [26], il sistema deMlAP kinasi p38 [27-30], il fattore di scambio Ra8], i
recettori delle lipoproteine [29], la proteina pnesore dell'amiloide [31] ed il sistema delle kimes[32].
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Scopo del lavoro

Valutare il possibile impatto della delezione dehg IB2 sull’elettrofisiologia della sinapsi tréra
muscoide e cellula granulare, in un modello murlnopi knock-outper il gene IB2 sono stati creati
dalla dottoressa Giza e dal dottor Goldfarb prégstauto Hunter College, of City University of Ne
York (Department of Biological Sciences, 695 PaseAue, New York, NY 10065, USA). Successi-
vamente, mediante un confronto con i risultati rigth in letteratura riguardanti altri modelli arain
impiegati per lo studio dell’autismo, definire ibgsibile ruolo della delezione indotta nella patege
dei tratti autistici osservati nei soggetti affeléi Sindrome di Phelan McDermid.

M ateriali e metodi

Le misure elettrofisiologiche sono state effettuain la tecnica dgdatch clampin configurazione di
whole cell,modalita divoltage clampnello strato granulare di fettine di cervellettaabo. Sono stati
utilizzati topiknock-outomozigoti IB2" di etd compresa tra i 18 e 22 giorni. | topi setaii dapprima
anestetizzati con alotan@-Bromo-2-Cloro-1,1,1-trifluoroetarjoed in seguito decapitati. La scatola
cranica é stata rimossa in modo da esporre il Bettee dal quale, con l'ausilio di un bisturi, &ipre-
levato il verme. In questa fase il preparato eosituto in soluzione fisiologica extracellulare€is)
carbo-ossigenata con una miscela 8i(@%) e CO (5%) per mantenere costante il pH a 7.4 e raf-
freddata in ghiaccio ad almeno 3°C. Mediante fzdh di unoslicer (Dosaka Corp.) sono state otte-
nute fettine dello spessore di circa 260 secondo il piano parasagittale, le quali, potatarno di

un beker, contenente Krebs (continuamente carbhgesssta) a sua volta immerso in un bagno termo-
statico a 24°C, sono state sottoposte alla fasecdiveryper almeno un’ora prima di essere trasferite
nella camera di registrazione. Questa proceduragieé di mantenere le condizioni ottimali alla regi
strazione per 4-5 ore dopo il taglio. La fettineglpvata dalla fase decovery viene alloggiata in una
camera di registrazione, posizionata sstimgedi un microscopio diretto (Axioskop, Zeiss). Lalsta
lita meccanica del preparato durante tutto il catsiesperimento é stata assicurata dalla preseéinza
un piccolo supporto in platino a forma di U, atesato trasversalmente da sottili fili di nylon side
ad esso. La camera di registrazione e stata camiente perfusa con Krebs carbo-ossigenata ad una
velocita di circa 2 ml/min. Tramite un circuito aeeflback, un dispositivo termostatico (termostato;
PBI) ha garantito una temperatura costante di 3@G-2@'interno della camera di registrazioneséi-

up sperimentale, alloggiato all'interno di una gabtlid-araday, si compone di un tavolo pneumatico
antivibrante (Newport) che accoglie il microscopad,i micromanipolatori triassiali (per I'elettrodid
registrazione in borosilicilato e per I'elettrodipdlare di stimolazione in tungsteno) al fine diayati-

re la stabilitd meccanica richiesta durante la gulaca di registrazione dei segnali. Esternametde al
gabbia di Faraday sono posizionati il perfusoral®aed i vari elementi coinvolti nell’acquisizione
dati. Questi consistono in un amplificatore (Mudimp 700, Axon Instruments) collegato in entrata
con l'elettrodo di registrazione ed un convertitamalogico-digitale e digitale-analogico (AD/DA,
Digitata 1322A, Axon Instruments) collegato in exter ancora con I'amplificatore ed in uscita
con un computer, impiegato per l'acquisizione daii.dll set-upe completato dalla presenza di
uno stimolatore e un termostato (precedentement@naio). Su tutti i componenti metallici e
sulla strumentazione e stata effettuata la medsaa

Le soluzioni impiegate nelle diverse fasi del psstesono state la soluzione da taglio [K-gluconato
(130 mM), KCI (15 mM), EGTA (0.2 mM), HEPES (20 mM)lucosio (11 mM), portata al valore di
PH di 7.4 con NaOH], la soluzione Krebs [NaCl (x2®), KCI (2 mM), MgSQ (1.2 mM), NaHCQ
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(26 mM), KH,PQ, (1.2 mM), glucosio (11 mM), Ca&(2 mM)] e la soluzione intracellulare.[Cs$SO
(81 mM), NaCl (4 mM), HEPES (15 mM), BAPTA-free {0nM), BAPTA-C&" (0.05 mM), glucosio
(15 mM), MgSQ*7H,0 (2 mM), ATP-Md* (3 mM), GTP-N4 (0.1 mM), QX-314 (1 mM)].

In alcuni esperimenti la soluzione extracellularijizzata anche per itecovery,é stata ottenuta senza
laggiunta del M§" per evitare il blocco delle correnti NMDA. Per dare l'attivita dei canali GABA@
stato perfuso il farmaco bicucullina alla concemtnae di 10 pM, durante tutte le registrazioni.

Le pipette in boro-salicilato, riempite di soluzeomtracellulare, presentavano una resistenza@i 5-
MQ prima della formazione dekeal A seguito dell'apertura della membrana, mediaotgone, alle
cellule é stato imposto uno statovdiitage-clampe -70 mV mediante I'utilizzo di Multiclamp 700B
(Molecular Devices). Glinput sono stati campionati con una frequenza di 20 Kiitizzando ilsof-
tware pCLAMPO fornito in combinazione con il converitof¢D Digidata 1322 (Molecular Devices).
Le fibre muscoidi sono state stimolate mediantelettrodo bipolare in tungsteno utilizzando un anit
di stimolazione (Clark Instruments). In questo msdao state evocate le correnti post-sinaptiche ec-
citatorie ad una frequenza di 0.33 Hz. | paranpssivi della cellula sono stati monitorati in modo
intermittente mediante 'analisi del transientea@pvo indotto da un gradino di iperpolarizzaziatie
10 mV. Le cellule sono state quindi mantenute arkOper 5 minuti e a +60 mV per un minuto, al
fine di poter valutare il rapporto tra le correRtiDA ed AMPA. Questo metodo infatti, consente di
valutare le differenti componenti senza I'utilizdbfarmaci [33-34]. Dopo aver ottenuto per ogni-cel
lula la media delle registrazioni, si € provvedatfiltrare la traccia a 1.5 kHz e ad effettuarenisu-
razioni: durante il picco di corrente a -70 mV &5ams dopo lo stimolo a +60 mV, al fine di stimbzre
correnti AMPA ed NMDA, rispettivamente. In alcursperimenti il rapporto tra NMDA ed AMPA é
stato stimato direttamente a -70 mV in assenzagif.M

Per I'analisi quantale le cellule sono state maanterad un potenziale di -70 mV in presenza di
magnesio [35-36] e sono state valutate le minietireccitatorie post sinaitiche spontanee. |
parametri del rilascio quantale sono stati ottemtiizzando tre differenti metodi statistici, i
quali hanno portato a risultati comparabili [35;40].

Risultati

Le cellule granulari hanno mostrato normali progrigtatiche di membrana. Resistenza e capacita so-
no risultate infatti comparabili a quelle registraiei topiwild typee sovrapponibili a quanto riportato
in letteratura (Tabella 1). La componente AMPA eaibrrenti post-sinaptiche eccitatorie registrata
nei preparati ottenuti dai topi IB2¢ risultata ridotta rispetto a quella registragapreparati ottenuti
dai topiwild type(-21.1+2.2 pA, n=8 nei topi IB2 e -31.6+3.8 pA, n=5 nei topiild type p<0.05),
mentre la componente NMDA é risultata aumentataapse rispetto a quella registrata nei togid
type (30.3+6.4 pA, n=8 nei topi IB2e 13.3+2.6 pA, n=5 nei topiild type p<0.005). Ne risulta un
incremento del rapporto NMDA/AMPA di 3.3 volte rtepi mutanti rispetto ai controlli (1.5+0.2, n=8
vs 0.46+0.04 , n=5; p<0.005) come indicato neltzelia 1. | risultati degli esperimenti volti a dete
minare le proprieta quantali della neurotrasmissita la fibra muscoide e la cellula granulare lsann
mostrato ulteriori alterazioni (Tabella 2). | dathersi dai topi IBZ indicano una minor ampiezza nel-
le minime risposte post-sinaptiche eccitatorieaigpa quanto rilevato nei topiild type (-15.8+1.8
pA, n=8vs -24.8+1.2 pA, n=8, p<0.001) e un maggior coeffitedi variazione (0.58+0.06, nx8
0.362£0.04 , n=8; p<0.01). Nei campioni prelevali @i knock-outé inoltre stata registrata una per-
centuale dfailures (FR) maggiore che nei controlli (19.3£3.6 %, ns®.3+1.7 % , n=8; p<0.01).
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Attraverso il coefficiente di variazione (CV) el e stato possibile calcolare la probabilita ldisgio

del neurotrasmettitore (p) che & risultata sigatfi@mente inferiore nei topi IB2rispetto ai controlli.

Il valore di p calcolato partendo dal CV e risutati 0.46+0.08 (n=8) nei topi mutanti e 0.69+0.06
(n=8) nei controlli (p<0.05). Il valore ottenutoviece partendo dalla FR e risultato di 0.44+0.08}n=
nei mutanti e di 0.65+£0.04 (n=8) nei controlli (p&H). Questi dati suggeriscono che la riduzione
complessiva della corrente AMPA nei tdgiock-oute da attribuire principalmente alla riduzione del-
la probabilita di rilascio pre-sinaptica del neuwagimettitore.

Discussione

Il gene IB2 ha mostrato di possedere molte pragpibe supportano l'ipotesi di un suo possibileaguol
nella patogenesi delle patologie dello spettrostiat. Prima di tutto il gene IB2 giace nella reggo
terminale del locus 13.3 del braccio lungo del assama 22, che si € dimostrata essere deleta in alcu
ni soggetti affetti da autismo e virtualmente ittitusoggetti affetti dalla sindrome di Phelan Mab
mid, sindrome caratterizzata da severo ritarddavgjuisizione delle capacitd motorie e sintomi imi
autistici. Inoltre, come per altre componenti daliaapsi, la cui mutazione & spesso responsabile di
forme monogeniche di autismo, la mancanza dellatepr@ IB2 si associa a modifiche
dell’elettrofisiologia neuronale. Nei risultati ettuti dai topi IBZ & stato riscontrato un alterato rap-
porto tra le correnti dovute ai recettori NMDA ederrenti dovute ai recettori AMPA nella sinapsi
glutammatergica tra fibra muscoide e cellula grareuslQuesto rapporto & infatti piu che triplicase e
sendo la corrente NMDA aumentata piu del doppia edrrente AMPA diminuita di circa un terzo.
Proprio l'alterazione del bilancio NMDA/AMPA é rilata alterata in modelli animali in cui si & in-
dotta la perdita del gene-neurexina o una mutaziomeissensalel gene della neuroligina, proteine
associate allautismo [22, 41]. E importante rigoalche questi esperimenti sono stati effettuati su
topi IB2”" e quindi con una perdita totale della proteina tBéhtre nei soggetti con una delezione del-
la regione terminale del braccio lungo del cromas@® e riscontrabile un emizigosita regionale. Ri-
mane quindi da indagare se alterazioni elettrofiigjiiche simili a quelli rilevate sono registrabi-

li in topi IB2"" o in topi con doppia emizigositd per IB2 e genhtigui, come per esempio
SHANKS, deleto nella sindrome di Phelan McDermid.

E noto il ruolo cruciale della corrente NMDA indoitla uno stimolo nel versante post-sinaptico della
sinapsi tra fibra muscoide e cellula granulare,detkerminare le proprieta della scarica della ellu
granulare. Le caratteristiche cinetiche della qugeNMDA la rendono necessaria per la sommazione
temporale delle correnti post-sinaptiche eccitatereterminano la frequenza di risposta dellaleell
granulare quando le fibre muscoidi scaricano imange compreso tra i 20 ed i 100 Hz [42]. La cor-
rente NMDA inoltre media entrambi i fenomeni di gtiaita sinaptica a lungo termine detti LTP
(Long-Term Potentiatigne LTD (Long-Term Depressigra livello della sinapsi tra fibora muscoide e
cellula granulare [33, 43]. Infine la corrente NM2Andispensabile per lo sviluppo di potenziamento
a lungo termine dell’eccitabilita intrinseca detlallula granulare, in seguito ad un input ad aléa f
quenza proveniente dalla fibra muscoide [44]. Iseba queste conoscenze € possibile ipotizzare
che I'incremento riscontrato nei topi IB2abbia un impatto significativo sul processo dibela
razione dell'informazione a livello del circuito jlétato a ricevere gli input cerebellari. Il mec-
canismo attraverso il quale la delezione della gir@ IB2 possa portare all'incremento della
corrente NMDA non é ancora noto e rimane da indagar

A livello della sinapsi tra fibra muscoide e cedligranulare nei topi IB2 & stato inoltre indagato dal
punto di vista elettrofisiologico il versante piiaaptico, al fine di approfondire le motivazionillde
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ridotta corrente evocata AMPA. Attraverso lo studale mini risposte post sinaptiche spontanee ec-
citatorie, del loro coefficiente di variazione dldgercentuale dailures € stato possibile calcolare la
probabilita di rilascio del neurotrasmettitore. o la riduzione di questo parametro si suppose-€s
re la causa principale della riduzione riscontragfia corrente AMPA. L'effetto della mutazione in-
dotta nel gene IB2, riscontrato sia nel versangespmaptico, dov'eé presente una minor probabilita d
rilascio del glutammato, sia nel versante postgina, dov’é presente un incremento della conduttan
za NMDA, potrebbe quindi indicare una perdita dello di IB2 ad entrambi i livelli. In alternativa i
deficit osservati potrebbero derivare da una casdaeventi originatasi precocemente nello sviluppo
dei topi mutanti e conseguente all’alterazionesgginale di competenza di IB2. La via di informazio-
ne, necessaria ad una corretta trasmissione siaaptitraverso cui IB2 esplica la propria funzione,
alterata quindi nei topi mutanti, non é stata idieatta. Tra gli argomenti gia citati saranno dd&ga-

re il pathway della MAP chinasi p38 [27, 28, 29,rhodulazione dell'attivita della chinastr-like
[45] e la kinesina associata ad IB2, nota per auanaiolo nel trasposto macromolecolare [32].

In considerazione a quanto esposto nel quartoataple possibili spiegazioni di come la mutazione
indotta possa modificare le capacita cognitivelembinportamento del nostro modello animale sono
due ma non si escludono mutualmente, potendo teesida prima ipotesi coinvolge il circuito cere-
bro-cerebellare per cui, un’alterazione nel procegdito di elaborazione dell'informazione a livello
cerebellare pud condurre ad alterazioni dei proaasgnitivi, del comportamento e dell’affettivita
[46]. Anche in altri modelli animali questa ipotésistata verificata. Infatti topi mutanti con ageae
congenita del cervelletto mostrano deficit nel congmento di esplorazione di nuovi oggetti [7]
mentre ratti a cui e stato asportato chirurgicamehtverme cerebellare mostrano una riduzione
dell’ansia e alterazioni del comportamento sodi@leAnche in soggetti affetti da autismo la ridorzi
ne delle dimensioni del verme cerebellare correlmmuna riduzione nell’esplorazione di nuovi am-
bienti e con un aumento nei comportamenti steratitfp]. La seconda ipotesi invece prende in consi-
derazione I'ampia distribuzione della proteina l@Pinterno dell’encefalo. E verosimile che le pro-
prieta delle sinapsi glutammatergiche siano akeiratutto il sistema nervoso centrale e che nivider
quindi, un sovvertimento globale del normale preoedi elaborazione dell'informazione. Emerge la
necessita di ulteriori studi per poter identificams maggior dettaglio il ruolo che questa proteina
copre nel determinare un fenotipo cosi evocativdrddi tipici della patologia autistica.

Tabelleefigure

Tabella 1. Parametri elettrofisiologici delle cellule granulari di topo |B2"".

Parametro B2 (n=14) IB2" (n=15) P value
Capacita di membrana (pF) 4.3+0.2 4.010.2

Resistenza di membrana®p 1.6+0.3 1.9+0.2

Resistenza in serie @) 20.7+3 18.9+2.5

Frequenza di voltage-clamp (kHz) 2.2+0.2 2.0£0.2

Invpa al picco (pA) a +60 mV 13.3+4.6 30.3+4.6 <0.005
I ampa @l picco (pA) a -70 mV -31.6+3.8 -21.1+2.2 <0.05

I nvpa!l ampa 0.46+0.04 1.5+0.4 <0.005
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Tabella 2. Analisi quantale delle AMPA-EPSCs evocate dalla stimolazione della fibra muscoide

nelle cellule granulari di topo B2,

Parametro B2 (n=8) IB2" (n=8) P value
Picco di ampiezza minimo (pA) -24.8+1.2 -15.8+1.8 <0.005
Varianza delle mEPSCs [CV] 0.36+0.04 0.58+0.06 <0.01
Percentuale di failures [FR] delle mEPSCs (%) | 5.3+1.7 19.3+3.6 <0.01
Probabilita di release [p]:

e calcolata dal CV 0.69+0.06 0.46+0.08 <0.01

o calcolara da FR 0.65+0.04 0.44+0.04 <0.05
Rapporto tra il secondo ed il primo impulso (PPR).48+0.13 0.80+0.06 <0.5
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