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Abstract

L'epilessia ¢ un disturbo cronico cerebrale grave, che colpisce oltre 70 milioni di persone in tutto il
mondo. Essa rappresenta un complesso sintomatico caratterizzato da molteplici fattori di rischio, di
cui il principale ¢ lo stress ossidativo correlato all’invecchiamento, che favorisce i processi di
epileptogenesi e astrogliosi. Le cellule gliali svolgono un ruolo cruciale nell'epilessia, attenuando
l'ipereccitabilitd neuronale tramite il meccanismo di spatial buffering degli ioni K* extracellulari, che
vengono trasportati all'interno del sincizio gliale attraverso i canali del potassio a rettificazione
entrante (Kir), per poi essere rilasciati nell'ambiente extracellulare in siti a minore concentrazione di
K". L'aumento delle specie reattive dell’ossigeno (ROS) potrebbe compromettere la funzione di questi
canali, favorendo la comparsa delle crisi convulsive. Al fine di determinare il coinvolgimento dei
canali Kir nell'epilessia durante I’invecchiamento, ¢ stata utilizzata la linea cellulare U-87 MG di
glioblastoma umano esposte al D-galattosio (D-Gal), che mima un aging naturale portando
all'aumento sostanziale dei marcatori dello stress ossidativo, inclusi i ROS e le sostanze reattive
dell'acido tiobarbiturico (TBARS), nonché alla riduzione dei gruppi sulfidrilici totali, che denotano
perossidazione lipidica e ossidazione delle proteine, rispettivamente. Lo screening dei trascritti
conosciuti di Kir, effettuato con la tecnica RT-qPCR, ha rivelato che il trascritto Kir piu abbondante
nelle cellule U-87 MG corrisponde al Kir2.1. L’esposizione al D-Gal ha drammaticamente ridotto la
funzione di questo canale, monitorata tramite la tecnica del patch-clamp in configurazione whole cell.
Sorprendentemente, il canale Kir2.1 non ¢ un bersaglio diretto dello stress ossidativo, il quale agisce
provocando una riduzione dell'espressione della proteina, senza alterarne i livelli di trascrizione e/o
la traslocazione sulla membrana cellulare. L'utilizzo della melatonina (Mel), molecola antiossidante
con proprieta neuroprotettive, ha prevenuto i cambiamenti ossidativi, ripristinando la densita di
corrente del canale Kir2.1. Tutti i risultati ottenuti sono stati riprodotti in diversi sistemi di espressione
eterologa (cellule NIH/3T3, HEK293T, HeLa e oociti di Xenopus laevis). In conclusione, questo
elaborato propone una nuova modulazione del canale Kir2.1 in condizioni di stress ossidativo.
L'inibizione ossidativa dell’attivita di Kir2.1 nella glia neuronale potrebbe alterare il meccanismo di
spatial buffering dello ione K* e contribuire al processo di epileptogenesi durante l'invecchiamento.
In questo contesto, Mel svolge un ruolo protettivo nei confronti dell’epilessia, rappresentando uno
strumento utile a chiarirne i meccanismi molecolari sottostanti e aprendo la strada alla formulazione

di nuove strategie terapeutiche che possano contrastare i1 processi di epileptogenesi e astrogliosi.



Epilepsy is a serious chronic brain disorder affecting over 70 million people worldwide. It represents
a symptomatic complex characterized by multiple risk factors, including aging-related oxidative
stress, which promotes epileptogenesis and astrogliosis processes. Glial cells play a pivotal role in
epilepsy by attenuating neuronal hyperexcitability through the spatial buffering of extracellular K*
ions, which are transported within the glial syncytium through the inward rectified potassium
channels (Kir). Then, K* ions are released in the extracellular environment at sites with lower K*
concentrations. Increased reactive oxygen species (ROS) could compromise the function of these

channels and promote seizures.

To determine the involvement of Kir channels in epilepsy during cellular aging, a human glioblastoma
cell line (U-87 MG cells) was used. Specifically, cells were exposed to D-galactose (D-Gal), which
mimics natural aging leading to a substantial elevation of oxidative stress markers, including ROS
and thiobarbituric acid reactive species (TBARS), as well as a reduction of total sulthydryl groups,
denoting lipid peroxidation and protein oxidation, respectively. Screening of known Kir transcripts
by RT-qPCR revealed that the most abundant Kir transcript in U-87 MG cells corresponds to Kir2.1.
Exposure to D-Gal dramatically reduced the function of this channel, monitored via patch-clamp
technique in whole cell configuration. Kir2.1 was unlikely a direct target of oxidative stress, but loss
of function resulted from a reduction of protein abundance, with no alterations in transcript levels and
trafficking to the cell surface. Exposure to melatonin (Mel), an antioxidant molecule with
neuroprotective properties, prevented oxidative changes and restored Kir2.1 current density. All
obtained findings were reproduced in different heterologous expression systems (NIH/3T3,

HEK293T, HeLa, and oocytes of Xenopus laevis).

In conclusion, we propose a new modulation of the Kir2.1 channel function under oxidative stress
conditions. Oxidative inhibition of Kir2.1 activity in the neuronal glia might alter the extracellular K*
buffering mechanism and contribute to the epileptogenesis process during aging. In this context, Mel
plays a protective role and represents a useful tool to both clarify the molecular mechanisms
underlying epilepsy and formulate new therapeutic strategies that could counteract epileptogenesis

and astrogliosis processes.



1. Introduzione

1.1 Epilessia

L'epilessia ¢ uno dei disturbi cronici cerebrali pit comuni e gravi al mondo, caratterizzato da una duratura
predisposizione a generare crisi epilettiche spontanee, che comportano numerose conseguenze
neurobiologiche, cognitive e psicosociali (Aguiar et al., 2012; Fischer et al., 2014; Thijs et al., 2019).
L'International League Against Epilepsy (ILAE) ha recentemente definito lo stato epilettico come una
condizione derivante dal fallimento dei meccanismi responsabili della cessazione delle crisi epilettiche o
dall'avvio di meccanismi che portano a convulsioni anormalmente prolungate (Beghi et al., 2015; Manford,
2017).

Un soggetto puo essere considerato affetto da epilessia sulla base di almeno una delle seguenti condizioni:

o due crisi convulsive spontanee che si verificano a distanza di almeno 24 ore I’una dall’altra;
e due crisi convulsive spontanee seguite, nei dieci anni successivi, da un’ulteriore crisi e dalla probabilita
di recidiva maggiore del 60%;

o diagnosi di sindrome epilettica (Fisher et al., 2014; Beghi et al., 2015).

La molteplicita di crisi epilettiche comporta conseguenze a lungo termine, tra cui lesioni cerebrali, alterazione
delle reti neuronali e morte dei neuroni, a seconda del tipo e della durata delle convulsioni (7rinka et al., 2015).
Le sindromi epilettiche sono multifattoriali; ogni caso ¢ definito da un'associazione di fattori clinici,
elettrofisiologici, eziologici e co-morbosi (Manford, 2017).

I meccanismi fisiopatologici alla base dell'attivita convulsiva non sono pienamente compresi. Le convulsioni
derivano principalmente dall'attivitd anomala dei neuroni corticali, delle cellule gliali e degli assoni della
sostanza bianca (Fischer, 1995; Thijs et al., 2019).

L'epileptogenesi ¢ il processo di conversione di un cervello non epilettico in uno in grado di generare
convulsioni spontanee e ricorrenti, in seguito allo squilibrio tra 1’attivita eccitatoria e quella inibitoria dei
neuroni a favore della prima, interrompendo la normale elaborazione e I’attivita di altre reti neuronali (Fischer
et al., 2005, Pitkdnen and Engel, 2014). Nonostante cio, ¢ stato dimostrato che anche 1’aumento aberrante dei
processi inibitori delle reti neuronali puo favorire il meccanismo pro-epilettogenico in alcune circostanze,
come nell’assenza tipica (o piccolo male) (Pinault and O'Brien, 2007; Cope et al., 2009) e nell’ epilessia
limbica nel cervello immaturo (Galanopoulou, 2008; Thijs et al., 2019).

L'epilessia pud assumere diverse forme e pertanto, pud essere classificata come idiopatica, provocata o
sintomatica. L'epilessia idiopatica potrebbe essere causata anche da una predisposizione genetica in cui non vi

sono anomalie neuroanatomiche o neuropatologiche significative (Ngugi et al., 2010; Shorvon, 2011).



L’epilessia provocata ¢ prevalentemente causata da specifici fattori ambientali o sistemici, su base genetica o
acquisita, per cui I’individuazione di cause intrinseche risulta spesso impossibile. L'epilessia sintomatica puo
avere una componente genetica o acquisita associata a gravi anomalie anatomiche o patologiche, e/o a
caratteristiche cliniche indicative di una malattia o condizione di base (trauma, tumori, infezioni,
malformazioni o malattia genetica sistemica) (Aguiar et al., 2012; Shorvon, 2011). Sulla base di queste
definizioni, risulta evidente che, in molti casi, la categorizzazione dei pazienti affetti da epilessia ¢ difficoltosa
e assolutamente arbitraria.

Vista la complessita degli eventi patologici legati all’epilessia, diversi studi mirano a identificare target
potenzialmente responsabili dello sviluppo dell’epilessia. Infatti, neurotrasmettitori (glutammato e acido vy-
amminobutirrico (GABA)), recettori, canali ionici e I’alterazione delle reti neurali sembrano essere coinvolti

nell'epileptogenesi (Shorvon, 2011; Aguiar et al., 2012).

1.2 Stress ossidativo, aging ed epilessia

Recentemente dalla letteratura scientifica emergono sempre piu prove a favore della correlazione tra epilessia
e stress ossidativo. In condizioni fisiologiche, i livelli delle specie reattive sono finemente regolati e
coadiuvano processi importanti, quali 1'autofagia, la segnalazione chimica, la divisione cellulare e 1'apoptosi
(Mao and Franke, 2013). La condizione di stress ossidativo puo essere definita come uno stato biochimico in
cui la produzione di specie reattive supera la capacita antiossidante cellulare, con conseguente danno alle
membrane biologiche, ai mitocondri e alle macromolocole (Cardenas-Rodriguez et al., 2013).

Le specie reattive possono essere classificate come specie reattive dell'ossigeno (ROS), intermedi reattivi
dell'ossigeno (ROI) e specie reattive dell'azoto (RNS) e comprendono composti esogeni o endogeni sottoforma
di radicali liberi (atomi o gruppi di atomi che fungono da accettori di elettroni e possiedono un elettrone
spaiato) o di specie non radicaliche, che possono essere convertite in radicali (Krumova and Cosa, 2016;
Halliwell, 2006; Shekh-Ahmad et al., 2019). Le specie pit comuni nei sistemi biologici comprendono
l'ossigeno singoletto ('0,), I’anione superossido (*O5), il perossido di idrogeno (H,0-), l'0ssido nitrico (NOs),
il radicale idrossile (*OH) e il perossinitrito (ONOQO"), prodotti da reazioni enzimatiche e non enzimatiche
come conseguenza naturale del metabolismo aerobico (Turrens, 2003). Difatti, una percentuale infinitesimale
di ossigeno consumato dai mitocondri fuoriesce dai complessi I e III della catena di trasporto degli elettroni
per formare O, che, a sua volta, pud generale ulteriori specie come H>O, e *OH (Figura 1) (St-Pierre et al.,
2002; Pearson-Smith and Patel, 2017). La reattivita, ’emivita e i target molecolari di queste specie sono

illustrate nella Tabella 1.



Specie Reattivita Emivita Target

‘02 Bassa ~50 ms Cluster Fe-S
NO
‘OH Alta ~107s Qualsiasi molecola
10; Bassa ~45 us Guanina
Lipidi insaturi
Amminoacidi
H:20: Bassa ~1 ms Tioli
Metalli
NO* Bassa ~1s Metalli
ONOO- Alta ~15 ps CO2
Amminoacidi
Metalli

Tabella 1. Caratteristiche delle principali specie reattive

La generazione delle specie reattive all'interno di una cellula (Figura 1) si verifica principalmente nei
mitocondri o nel citosol e coinvolge diversi partner molecolari (Fridovich, 1970; Infanger et al., 2006; Kim et

al., 2013; Pearson-Smith and Patel, 2017), di seguito elencati:

e NADPH ossidasi (NOX), a livello della membrana cellulare, che catalizza la reazione di riduzione
dell’Oz a <Oy

e xantina ossidasi citosolica, che catalizza la reazione di riduzione dell’O; a *O, durante la produzione
di acido urico;

e DUOX 1/2 ossidasi, che catalizza la reazione di dismutazione dell’O; a H>Oy;

e mieloperossidasi, che catalizza la reazione di sintesi dell’ipoclorito (HCIO") a partire da H,O e Cl;

e formazione di *OH a partire da *O, e H>O; in presenza di Fe** (reazioni di Fenton e Haber-Weiss).

o formazione di *OH a partire da *O, ¢ HCIO;

e formazione di ONOO" a partire da O, e NO-.
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Figura 1. Generazione delle specie reattive nell’ambiente intracellulare. A) Formazione del superossido: *O2 si forma a partire da Oz,
che riceve un elettrone dagli enzimi NOX e XO ossidasi o dalla catena di trasporto degli elettroni mitocondriali (Mt ETC). B)
Formazione del perossinitrito: *O2" reagisce spontaneamente con NOe per formare ONOO". C) Formazione del perossido di idrogeno:
gli enzimi NOX4 e DUOX1/2 catalizzano la reazione di dismutazione di Oz in H202. D) Formazione del radicale idrossile: H202 puo
generare *OH attraverso la reazione di Haber-Weiss in presenza di metalli di transizione, come Fe?*, oppure tramite la conversione in
HOCI ad opera di MPO, che reagisce con *O2" per formare *OH.

Sebbene il cervello rappresenti solo il 2% del peso corporeo, in condizioni di riposo consuma circa il 20%
dell’ossigeno totale inspirato (Clarke DD and Sokoloff, 1999), a causa dell’elevato tasso metabolico dei
neuroni e della necessita di grandi quantita di ATP per mantenere il gradiente ionico necessario a sostenere la
normale neurotrasmissione. La produzione di specie reattive nel cervello ¢ direttamente proporzionale
all'attivita cerebrale (fukawski and Czuczwar, 2023). Quest’organo ¢ particolarmente vulnerabile al danno
ossidativo, a causa dell’abbondanza di mitocondri, dell’elevata richiesta di ossigeno, della scarsa capacita di

riparazione, della presenza di alte concentrazioni di acidi grassi polinsaturi e di ferro (Halliwell, 2012;
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Pearson-Smith and Patel, 2017; Hermida-Ameijeiras et al., 2004). Inoltre, i livelli cerebrali dell'enzima
catalasi (CAT), essenziale per la scissione del H,O», sono piu bassi di quelli di altri distretti corporei, come ad
esempio il fegato, che presenta una concentrazione di CAT 10 volte maggiore rispetto al cervello (Mariani et
al., 2005; Puttachary et al., 2022).

La suscettibilita del cervello allo stress ossidativo suggerisce il coinvolgimento di quest’ultimo in diverse
patologie a carico del SNC. Un numero crescente di dati derivanti da studi sperimentali e clinici suggerisce
che lo stress ossidativo pud svolgere un ruolo nella fisiopatologia delle convulsioni, dell’epileptogenesi e
dell’epilessia (Lzi et al., 2018; Fabisiak and Patel, 2022; Lukawski and Czuczwar, 2023). Difatti, I’aberrante
eccitazione neuronale correlata allo stress ossidativo altera diversi processi biochimici e biofisici nel SNC
(Méndez-Armenta et al., 2014; Yang et al., 2020, Yis et al., 2009; Morimoto et al., 2016; Parson et al., 2022).

Dopo un evento epilettico, i danni ossidativi cellulari che ne conseguono comprendono:

e perossidazione lipidica. Lo stress ossidativo determina 1’ossidazione degli acidi grassi polinsaturi,
compromettendo la struttura della membrana e causando alterazioni della permeabilita cellulare,
dell’attivita delle proteine di membrana e del mantenimento dei gradienti ionici adeguati (Wong-
Ekkabut et al., 2007; Arican et al., 20006);

e ossidazione proteica, che induce modifiche strutturali e funzionali di enzimi chiave, dei recettori dei
neurotrasmettitori ¢ dei canali ionici, comportando perdita neuronale e deterioramento cognitivo
(Stadtman, 2001);

e danni al DNA nucleare, testimoniati dall’incremento dei valori dell’8-idrossi-2’-deossiguanosina,
biomarcatore chiave del danno ossidativo del DNA (Geronzi et al., 2018);

e alterazione dell’omeostasi del calcio. Lo stress ossidativo determina un incremento della
concentrazione di Ca" intracellulare, responsabile della modulazione dell'eccitabilita neuronale e della
trasmissione sinaptica (Geronzi et al., 2018). Di conseguenza, si assiste ad eccitotossicita e morte
neuronale indotta da crisi epilettiche (Martinc et al., 2012; Puttachary et al., 2022);

e alterazione della concentrazione degli enzimi antiossidanti. La difesa enzimatica antiossidante ¢
costituita da una catena neutralizzante di enzimi in grado di ridurre le specie reattive attraverso il
buffering degli elettroni spaiati, al fine di prevenire 1'accumulo dannoso di ROS (Parson et al., 2022).
I livelli di superossido dismutasi (SOD) e CAT aumentano significativamente nei modelli di epilessia
acuta (Barros et al., 2007) e cronica (Freitas, 2009). La SOD ¢ responsabile della dismutazione di
*Oy" in H»O,, il quale viene convertito in acqua e ossigeno da CAT (Marklund, 1982). Diversi studi
hanno dimostrato che topi knock-out per il gene SOD mostrano una maggiore suscettibilita alle
convulsioni e alla degenerazione tissutale, suggerendo che *O; sia un attore chiave nei cambiamenti
cerebrali a lungo termine in seguito ad un episodio convulsivo (Liang et al., 2012; Liang and Patel,

2004; Parson et al., 2022);
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o disfunzione mitocondriale. Diverse tipologie di epilessia sono correlate alla disfunzione
mitocondriale, espressa come cambiamento del potenziale della membrana mitocondriale, alterazione
dei livelli di NADPH, compromissione della catena di trasporto degli elettroni, mutazioni a carico del
DNA mitocondriale e diminuzione della produzione di ATP (Kann et al., 2005; Fabisiak and Patel,
2022; Puttachary et al., 2022; Chuang et al., 2004; Quintana et al., 2010; Wu et al., 2010; Wojtala et
al., 2017);

e alterazione del metabolismo cellulare, con ipermetabolismo cerebrale ictale, caratteristico dei
disturbi convulsivi, in cui si osserva un aumento del consumo dell'ossigeno (Meyer et al., 1966) e del
glucosio (de Graaf et al., 2004) in modelli sperimentali di epilessia e nell'uvomo (During et al., 1994;
Fabisiak and Patel, 2022);

o alterazione del ciclo di Krebs, mediata dall’inibizione degli enzimi aconitasi e a-chetoglutarato
deidrogenasi, che comporta un’ulteriore produzione di ROS, esacerbando il danno ossidativo
mitocondriale (Tretter and Adam-Vizi, 2004; Cantu et al., 2009);

o alterazione dei livelli di glutammato. L’eccitotossicita del glutammato, la neuroinfiammazione e lo
stress ossidativo sembrano rappresentare la triade caratteristica della neurobiologia dell’epilessia
(Ambrogini et al., 2019). L’aumento dei livelli di ROS e D’attivazione delle vie inflammatorie
determinano la down-regolazione di GLT-1 e GLAST, i trasportatori del glutammato gliale (Eastman
et al., 2019; Pearson-Smith and Patel, 2017). La conseguente permanenza del glutammato nella
fessura sinaptica induce ipereccitabilita delle reti neuronali (Zukawski and Czuczwar, 2023);

e alterazione dei livelli di GABA. Il contributo del neurotrasmettitore GABA inibitorio all’attivita
convulsiva nell’epilessia ¢ importante quanto quello del glutammato eccitatorio. Diversi studi hanno
riscontrato che le concentrazioni e la densita dei recettori GABA sono ridotte nei pazienti epilettici
(McDonald et al., 1991; Johnson et al., 1992). L'attivita del GABA nella sinapsi ¢ fortemente
controllata dalla presenza dei ROS, in particolare H>O, ¢ NOe, che riducono 1'efficienza dei recettori
GABA A, con conseguente aumento dell'eccitabilita neuronale (Accardi et al., 2014; Parson et al.,

2022).

Come dimostrato dalla letteratura scientifica, oltre che conseguenza dell’epilessia, lo stress ossidativo puo
essere considerato anche un fattore causale della stessa (Patel, 2004). Ad esempio, i topi knock-out per il gene
SOD?2 soffrono di un'estesa disfunzione mitocondriale, che culmina in un aumento dello stress ossidativo, in
una diminuzione della produzione di ATP, atassia ed epilessia e morte postnatale precoce (Liang et al., 2012;
Melov et al., 1999; Liang e Patel, 2004; Fabisiak and Patel, 2022). A conferma di cio, il trattamento dei topi
SOD2 (-/-) con AEOL 112017, una metallo-porfirina lipofila con funzione antiossidante, ha indotto una

diminuzione significativa sia della frequenza che della durata delle crisi epilettiche spontanee, suggerendo la
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partecipazione attiva dello stress ossidativo nella patogenesi dell’epilessia (Liang et al., 2012; Pearson-Smith
and Patel, 2017).

Tuttavia, questa relazione sembra avere un effetto diverso in relazione all’eta del soggetto. In effetti, le crisi
epilettiche sono maggiormente diffuse nei pazienti anziani rispetto a quelli giovani (Sania, 2010; Hauser, 1992;
Wallace et al., 1998). Per questa ragione, il progressivo invecchiamento della popolazione mondiale puo essere
associato ad un aumento dell’incidenza dell'epilessia (Beghi and Giussani, 2018).

L’invecchiamento € un processo fisiopatologico dinamico e temporale caratterizzato dal graduale accumulo di
danni alle cellule, dal progressivo declino funzionale e da una maggiore suscettibilitd e vulnerabilita alle
malattie, quali il cancro, il diabete di tipo 2 e le malattie cardiovascolari e neurodegenerative (Finkel et al.,
2007; Samani e van der Harst, 2008; Wyss-Coray, 2016). Esso deriva da cambiamenti molecolari distintivi,
definiti “aging hallmarks” che includono danni al DNA (instabilita genomica, accorciamento telomerico,
alterazioni epigenetiche e perdita di proteostasi), alterazione metabolica, disfunzione mitocondriale,
esaurimento delle cellule staminali e alterazione della comunicazione intercellulare (Lopez-Otin et al., 2013).
Tutti questi cambiamenti sono correlati all’aumento dello stress ossidativo, sebbene i processi fisiopatologici
implicati e i meccanismi biochimici sottostanti non siano stati completamente chiariti (Cui et al., 2012; Lopez-
Otin et al., 2013; Luo et al., 2020).

La stretta interconnessione tra epilessia e invecchiamento si manifesta nell’incremento dell’eccitabilita dei
neuroni ippocampali primari (Papatheodoropoulos and Kostopoulos, 1996; Kerr and Campbell, 1991), nella
maggiore sensibilita allo stress ossidativo, nell’attivazione delle cellule gliali (Streit et al., 2004; Sloane et al.,
1999; Ogura et al., 1994) e nella produzione di citochine e dei suoi recettori (Bodles and Barger, 2004).

Nel complesso, esiste quindi una relazione intrinseca tra stress ossidativo e invecchiamento, che porta ad un
declino della neurogenesi ippocampale e, di conseguenza, a malattie neurodegenerative, inclusa I'epilessia

(Aguiar et al., 2012).

1.3 Cellule gliali, astrogliosi ed epilessia

11 cervello dei Mammiferi € un organo complesso costituito da neuroni, cellule gliali e piu di 1 x 10'* sinapsi
(Liu et al., 2023). I neuroni sono un gruppo eterogeneo di cellule elettricamente attive, che costituiscono la
struttura dei complessi circuiti cerebrali. Le cellule gliali, non neuronali, costituiscono circa la meta di tutte le
cellule del SNC, sebbene il rapporto glia/neuroni vari a seconda delle strutture cerebrali e della specie
considerate (Herculano-Houzel, 2014; von Bartheld and Herculano-Houzel, 2016). Le cellule gliali, che si
dividono principalmente in astrociti, microglia, oligodendrociti e cellule precursori degli oligodendrociti (Allen
and Lyons, 2018), partecipano a molti importanti processi fisiologici come il legame e/o la ridistribuzione degli
ioni durante 'attivita neuronale, la regolazione della funzione dei neurotrasmettitori e la consegna dei substrati

energetici ai neuroni (Ransom et al., 2003; Khaspekov and Frumkina, 2017). Oltre a queste funzioni, le cellule
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della glia controllano attivamente la trasmissione e la plasticita sinaptica (Liu et al., 2023). Infatti, diversi studi
hanno dimostrato che i disturbi morfologici e funzionali della glia possono favorire lo sviluppo delle crisi
convulsive, tipiche di un fenotipo epilettico (Halassa and Haydon, 2010; Berner and Steinhduser, 2016;
Dambach et al., 2014) attraverso, per esempio, alterazioni a livello dei canali e dei recettori di membrana (de
Lanerolle and Lee, 2005; Khaspekov and Frumkina, 2017).

Temporalmente, € possibile identificare tre stadi principali dell’epilessia:

1. insorgenza della prima crisi epilettica, con aumento dello stress ossidativo e, in particolare, di H,O»;

2. periodo epileptogenico, o di latenza, durante il quale si verifica un aumento transitorio dell'enzima
glutammina sintetasi negli astrociti non reattivi, che converte il glutammato in eccesso in glutammina
a livello talamico (Helms et al., 2006). In questa fase, la concentrazione di H,O, diminuisce a causa
dell’attivazione dei sistemi enzimatici antiossidanti (Waldbaum et al., 2010);,

3. conversione degli astrociti non reattivi ad astrociti reattivi in seguito al processo di astrogliosi.
L'astrogliosi si riferisce ai cambiamenti morfologici, biochimici, genetici e funzionali degli astrociti,
che si verificano in risposta a insulti o a lesioni cerebrali (Ridet et al., 1998; Cerbai et al., 2012). Questi
includono ipertrofia e up-regolazione della proteina acida fibrillare gliale del filamento intermedio
(GFAP), alterazioni reversibili nell'espressione genica e pronunciata proliferazione cellulare, con
formazione di cicatrici compatte e riarrangiamento permanente dei tessuti (Li ef al., 2008; Robel and
Sontheimer, 2016; Sofroniew, 2014). Gli astrociti reattivi secernono citochine e chemochine come
interleuchine (IL-1p, IL-1, IL-6, IL-10), fattore di necrosi tumorale (TNFa,), interferoni (IFN-a, IFN-
B) e la proteina chemioattrattiva-1 (MCP1) (Feuerstein et al., 1998).

In seguito alla trasformazione degli astrociti reattivi (Figura 2), l'attivita della glutammina sintetasi viene
inibita e una quantita eccessiva di glutammato non metabolizzato viene rilasciato nello spazio extracellulare,
processo aggravato dall’azione della proteina MCP1, responsabile di un ulteriore aumento del rilascio di
glutammato mediato da Ca*" (Eid et al., 2013). Cid si traduce in ipereccitabilitd neuronale e comparsa
successiva di convulsioni spontanee ricorrenti (Puttachary et al., 2022). La concentrazione di H>O, aumenta
in funzione del tempo, a causa del graduale esaurimento dei sistemi antiossidanti (Sudha et al., 2001),
provocando danni al DNA mitocondriale, con conseguente down-regolazione della sintesi degli enzimi
mitocondriali necessari per la fosforilazione ossidativa e deterioramento dei complessi I, Il e IV della catena
di trasporto degli elettroni (Gao et al., 2007). 1 ROS modificano anche le subunita proteiche dei canali ionici
¢ inattivano i trasportatori del glutammato, contribuendo ad un ulteriore aumento dell'ipereccitabilita neuronale
(Liang and Patel, 2006). Inoltre, si assiste anche ad una perdita delle popolazioni dei neuroni GABAergici
inibitori dell'ippocampo e del giro dentato, provocando una maggiore suscettibilita alle convulsioni (Rao et

al., 2006). In aggiunta, la produzione astrocitaria eccessiva di IL-6 ¢ TNF-a promuove la demielinizzazione,
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la trombosi, I’infiltrazione leucocitaria ¢ la distruzione della barriera emato-encefalica (Feuerstein et al., 1998;

Dong and Benveniste, 2001; Puttachary et al., 2022).

| Difese antiossidanti

Ipereccitabilita neuronale

Figura 2. Meccanismi molecolari coinvolti nella genesi dell’epilessia. In seguito al processo di astrogliosi, l'attivita della glutammina
sintetasi viene inibita e una quantita eccessiva di glutammato viene rilasciato nello spazio extracellulare, processo aggravato dall’azione
della proteina MCP1, responsabile di un ulteriore rilascio di glutammato mediato da Ca?*. Le concentrazioni di *O2" ¢ H202 aumentano,
a causa del graduale abbassamento delle difese antiossidanti, provocando danni al DNA mitocondriale e modifiche ossidative a carico
dei trasportatori del glutammato (GLT-1 e GLAST) e del GABA (GABA A). Il conseguente aumento dell’ipereccitabilita neuronale,
insieme alla perdita delle popolazioni dei neuroni GABAergici inibitori dell'ippocampo e del giro dentato, provoca una maggiore
suscettibilita agli episodi convulsivi spontanei ricorrenti.

1.4 Spatial buffering dello ione potassio (K*)

Per comprendere il ruolo cruciale delle cellule gliali e, in particolare, degli astrociti nella patogenesi

dell’epilessia ¢ necessario introdurre il concetto di spatial buffering dello ione K*.
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Nei primi anni del 1960, Kuffler e collaboratori (Kuffler et al., 1966) esaminarono le proprieta della membrana
delle cellule gliali della salamandra, scoprendo che quelle appartenenti al nervo ottico erano permeabili quasi
esclusivamente allo ione K*; anche minime oscillazioni extracellulari della concentrazione di K*, come quelle
derivanti dall'attivita elettrica indotta da un singolo lampo di luce che colpisce 1’occhio, provocavano
prontamente una piccola depolarizzazione del potenziale della membrana gliale (Orkand et al., 1966). Questi
primi esperimenti precedevano di circa due decenni la scoperta dei canali ionici. Nonostante cid, questi
ricercatori formularono un'ipotesi tuttora valida sul ruolo della conduttanza gliale dello ione K*: la singola
cellula gliale, o una piccola rete di cellule collegate da gap-junction, consentirebbe una redistribuzione spaziale
di K* da una regione ad elevata concentrazione ad una a minore concentrazione. Quest’ipotesi ¢ nota come
tamponamento spaziale dello ione K* o spatial buffering (Orkand, 1980; Olsen and Sontheimer, 2008).

I protagonisti di questo processo sono gli astrociti, i quali possiedono due tipologie di domini:

o domini spaziali, che consentono agli astrociti di occupare un’adeguata superficie cerebrale al fine di
stabilire interazioni autonome con coorti di sinapsi circostanti (Mitterauer, 2010). Si stima che un
singolo astrocita corticale possa avvolgere da 4 a 8 neuroni e prenda contatto con 300-600 dendriti
neuronali (Halassa et al., 2007). Si puo parlare dunque di isole funzionali di sinapsi, modulate dai
cosiddetti gliotrasmettitori, prodotti dai domini funzionali (Bellot-Saez et al., 2017);

e domini funzionali, costituiti da un'ampia porzione della membrana astrocitaria che invia molteplici
processi per avvolgere i terminali presinaptici e post-sinaptici neuronali, formando una sinapsi
tripartita (Bushong et al., 2002; Araque et al., 1999). Sulla superficie di questi domini sono presenti
numerosi canali ionici, citochine, fattori di crescita, glutammato, D-serina ¢ ATP, responsabili della
modulazione dell’attivita sinaptica e dell’eccitabilita neuronale (Bellot-Saez et al., 2017), processo che
prende il nome di gliotrasmissione (Verkhratsky and Steinhduser, 2000, Gadea and Lopez-Colomeé,

2001; Bélanger and Magistretti, 2009).

I neuroni sono immersi in un fluido extracellulare ricco di ioni Na* e relativamente povero di ioni K*. Le
concentrazioni relative di questi cationi sono invertite all'interno delle cellule. I gradienti chimici risultanti da
questa diseguale distribuzione ionica sono cruciali per lo svolgimento di molti processi, inclusa la rapida
segnalazione elettrica che coinvolge l'afflusso di Na* e l'efflusso di K (Kofuji and Newman, 2004). Anche
modesti efflussi neuronali di K* possono determinare cambiamenti considerevoli nella concentrazione di K*
extracellulare (Ko), a causa del volume limitato dello spazio extracellulare del SNC (Nicholson e Sykova, 1998,
Kume-Kick et al., 2002). L’aumento della concentrazione di Ko ha un impatto considerevole su un'ampia
varieta di processi neuronali, come il mantenimento del potenziale di membrana, l'attivazione e l'inattivazione
dei canali voltaggio-dipendenti, la trasmissione sinaptica e il trasporto elettrogenico dei neurotrasmettitori

(Kofuji and Newman, 2004).
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Nel cervello, il Ko ¢ mantenuto a valori prossimi a 3 mM, indipendentemente dalle fluttuazioni dei livelli
sierici (Katzman, 1976; Somjen, 1979) sebbene, in seguito ai cambiamenti dell'attivita neuronale, si verifichino
aumenti locali nel Ko, fino a raggiungere un plateau massimo di circa 10-12 mM (Heinemann and Lux, 1977;
Connors et al., 1982). Nel caso in cui pero, in seguito a disfunzioni omeostatiche, i livelli di Ko raggiungono
valori prossimi a 60 mM, la funzione del SNC puod essere gravemente compromessa (Somjen, 2001; Somjen,
2002). Pertanto, non sorprende che nel SNC si trovino diversi meccanismi cellulari per lo stretto controllo
della concentrazione di Ko. L'efficace rimozione del K* dallo spazio extracellulare limita I'ipereccitabilita della
rete neuronale nella funzione cerebrale normale. La mancata regolazione dei livelli di Ko ¢ correlata
all’insorgenza di condizioni patologiche, tra cui l'epilessia (Ko > 15 mM) (David et al., 2009), la depressione
diffusa (30 < Ko < 80 mM) (Somjen, 2002) e la morte cellulare dopo un’ischemia prolungata (Leis et al., 2005;
Bellot-Saez et al., 2017).

Generalmente, il buffering gliale di K* ¢ mediato da tre meccanismi:

1. Tlattivita della Na'-K'-ATPasi, accompagnata dal rigonfiamento cellulare (dovuto al movimento
passivo dell’acqua) e dalla depolarizzazione locale degli astrociti (Kofuji et al., 2002; Steinhduser et
al., 2012);

2. il co-trasporto passivo di K" con altri ioni, ad esempio CI', per garantire 1’elettroneutralita del trasporto.
Anche in questo caso, il processo ¢ accompagnato da rigonfiamento cellulare;

3. Tattivita dei canali al potassio Kir a rettificazione entrante (Walz, 2000; Chen e Nicholson, 2000), che
determinano una redistribuzione spaziale dello ione K* indipendente dal consumo di energia,

attraverso percorsi intracellulari su lunghe distanze (Kofuji et al., 2002; Olsen and Sontheimer, 2008).

1.5 Canali Kir

I canali Kir sono un gruppo di proteine integrali di membrana codificate da 16 geni (da KCNJ1 a KCNJ18) e
classificate in sette sottofamiglie (da Kirl.x a Kir7.x), che controllano selettivamente la permeabilita della
membrana agli ioni K* (Fernandes et al., 2022).

Essi sono espressi in un'ampia varieta di cellule, quali miociti cardiaci (Anumonwo and Lopatin, 2010), neuroni
(dell’Orco et al., 2017), cellule del sangue (Colden-Stanfield, 2010), osteoclasti (Wang et al., 2012), cellule
endoteliali (Delmoe and Secomb, 2023), cellule gliali (Ohno et al., 2018), cellule epiteliali (Pattnaik and
Hughes, 2009), e oociti (Hatcher-Solis et al., 2014), a livello di specifici micro- e macro-domini di membrana,
in stretta vicinanza con altre proteine di trasporto (Hibino et al., 2010).

La struttura tridimensionale dei canali Kir ¢ stata studiata tramite la cristallografia a raggi X (Fernandes et al.,
2022; Nishida et al., 2007; Inanobe et al., 2007). Tutti i canali Kir possiedono un poro canale, costituito da

subunita omo- ed etero-tetrameriche, ognuna delle quali comprende due domini transmembrana (M1 e M2),
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separati da una struttura P-loop, all’interno della quale si trova la sequenza responsabile della costituzione del
filtro di selettivita per K* (T-X-G-Y(F)-G) (Zangerl-Plessl et al., 2019). Le porzioni N- e C-terminale, collegate
rispettivamente a M1 e M2, formano il dominio citoplasmatico, che agisce da regolatore del gating (Hibino et

al., 2010) (Figura 3).

Figura 3. Struttura generica dei canali Kir. I canali Kir funzionali sono costituiti da quattro subunita, ognuna delle quali comprende
due domini transmembrana (M1 e M2), una struttura P-loop formante il poro e i domini C-terminale e N-terminale citosolici.

I canali Kir contribuiscono alla regolazione dell'eccitabilita e del volume cellulare, agendo come diodi che
trasportano gli ioni K" all’interno della cellula (Akyuz et al., 2022). Le correnti dei canali Kir sono state isolate
per la prima volta nel 1949 da Bernard Katz (Katz, 1949). Egli identificd nel muscolo scheletrico la presenza
di una corrente K* che si comportava in modo anomalo rispetto a quella a rettificazione uscente presente
nell'assone del calamaro (Gonzdlez et al., 2012): il movimento degli ioni K" non seguiva la cinetica di
Hodgkin-Huxley (Brodwick, 1983), ma dipendeva maggiormente dal gradiente elettrochimico del K*, definito
come il potenziale di membrana (Em) sottratto del potenziale di equilibrio di K* (Ek). Pertanto, in condizioni
fisiologiche, i canali di Kir generano grandi correnti K* a rettificazione entrante a potenziali pil negativi
rispetto a Ek (Sakmann and Trube, 1984; Hibino et al., 2010). Non tutti i canali Kir mostrano lo stesso grado

di rettificazione, per cui ¢ possibile distinguere:

o rettificatori forti, come Kir2.x e Kir3.x, espressi nelle cellule eccitabili. Questi canali consentono alle
cellule di accumulare al loro interno ioni K" durante la genesi del potenziale d’azione, facilitando
I’entrata di K" durante la fase di iperpolarizzazione. Inoltre, contribuiscono alla ripolarizzazione e alla
stabilita di Em a riposo (Zangerl-Pless! et al., 2019; Hager et al., 2022);

o rettificatori deboli, come Kirl .x, Kird.x e Kir5.x, che regolano le concentrazioni di Ko per permettere

il funzionamento di diversi co-trasportatori ionici (Zangerl-Plessl et al., 2019; Hager et al., 2022).
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Questa plasticita funzionale ¢ indispensabile per garantire il mantenimento dell’omeostasi di K in relazione
alle esigenze tissutali, per cui I’espressione dei canali Kir varia a seconda delle cellule considerate (Hager et

al., 2022):

o le cellule neurali esprimono maggiormente Kir2.x, Kir3.x, Kir4.x e Kir5.x;
e e cellule renali esprimono maggiormente Kir4.x, Kir5.x e Kir6.x;
e e cellule pancreatiche esprimono Kir5.x e Kir6.x;

e icardiomiociti esprimono maggiormente Kir2.x, Kir3.x e Kir6.x.

Essendo privi del segmento S4, conservato nei canali voltaggio-dipendenti, i canali Kir non sono sensibili al
voltaggio della membrana e la loro regolazione ¢ il risultato del blocco del flusso di K* verso I'esterno da parte
di cationi bivalenti intracellulari e di altre molecole, che prendono parte ai processi di gating mediati dal

dominio citoplasmatico (Hibino et al., 2010; Fernandes et al., 2022):

e Mg*" intracellulare e poliamine, che creano un blocco fisico del canale Kir in seguito alla loro
interazione con i residui localizzati nel poro canale (Matsuda et al., 1987), che si verifica quando Em
¢ maggiormente depolarizzato rispetto a Ek. Il blocco mediato da Mg?*, insieme ad altri meccanismi
intrinseci di gating, ¢ il diretto responsabile della rettificazione entrante della corrente (Hibino et al.,
2010; Akyuz et al., 2022),

o fosfatidilinositolo 4,5-bifosfato, che si lega al dominio C-terminale, garantendo la corretta funzionalita
della maggior parte dei canali Kir (Takano and Kuratomi, 2003);

e ATP intracellulare, che regola la funzionalita dei canali Karp attraverso l'interazione diretta con le
regioni citoplasmatiche di Kir6.2 (Antcliff et al., 2005; Tsuboi et al., 2004);

e concentrazione di Ko. La conduttanza di tutti i canali Kir, ad eccezione di Kir7.1 (Doring et al., 1998),
aumenta parallelamente alla concentrazione di Ko (Lopatin and Nichols, 1996). Questa proprieta
implica che la permeabilita ionica attraverso i canali di Kir non segua la teoria di Goldman-Hodgkin-
Katz, ma il modello del “poro di multi-ione”, secondo cui un canale puo essere occupato allo stesso
tempo da piu ioni (Hille and Schwarz, 1978; Hibino et al., 2010);

e processi fosforilativi mediati da proteine chinasi (PKA e PKC), che possono determinare un aumento

o una diminuzione dell’attivita del canale Kir (S%i et al., 2007).

Funzionalmente, i canali Kir sono classificati in:

e canali Kir classici (Kir2.x)

e canali Kir associati a proteine G (Kir3.x)
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e canali Kir ATP-sensibili (Kir6.x)
e canali di trasporto (Kirl.x, Kir4.x, Kir5.x e Kir7.x) (Hibino et al., 2010).

In questo elaborato, I’attenzione ¢ rivolta ai canali Kir classici, in quanto diversi studi hanno ipotizzato un
ruolo di primaria importanza di alcuni canali Kir2.x gliali nell’epileptogenesi, processo probabilmente
correlato ad alterazioni del meccanismo di spatial buffering di K* (dkyuz et al., 2022; Shen et al., 2007; Haj-
Yasein et al., 2011; Howe et al., 2008). A livello delle cellule gliali, in particolare degli astrociti, i canali Kir
possono essere omo-merici (Kir2.1 e Kird.1) o etero-merici (Kir2.1/Kir4.1), assumendo fenotipi di
rettificazione differenti, deputati al corretto flusso di ioni K* (Fakler et al., 1996; Kofuji et al., 2002). 11 Kir4.1
omo-merico € un rettificatore debole, mentre 1’associazione con il Kir2.1 lo rende un rettificatore forte.
Dunque, nei siti ad alta attivita neuronale, il Ko in eccesso viene trasportato all’interno degli astrociti attraverso
i canali Kir2.1 e Kir2.1/Kir4.1 fortemente rettificanti, mentre il K verrebbe rilasciato nuovamente nello spazio
extracellulare in siti a minore concentrazione attraverso la rettificazione debole di Kir4.1, in combinazione con
il silenziamento dei canali Kir2.1, mediato dal co-assemblaggio al Kir5.1 (Figura 4) (Derst et al., 2001; Brasko
and Butt, 2018). Cio rende il Kir2.1 il principale regolatore omeostatico di Ko negli astrociti (Bellot-Saez et al.,

2017).

1.5.1 Spatial buffering di K" mediato dai canali Kir

Il buffering del K* mediato dai canali Kir ¢ estremamente veloce ¢ guidato dalla differenza tra Em del sincizio
gliale (dotato di numerose gap-junction) ed Ek locale (Kofuyji et al., 2002). Gli ioni K" entrano negli astrociti
in prossimita dei siti con maggiore concentrazione di Ko, a livello dei quali Em a riposo ¢ piu negativo rispetto
a Ek, a causa del gradiente elettrico che si istaura tra I’esterno e I’interno del sincizio gliale. L'efflusso di K* si
verifica in siti distanti da quelli di ingresso, che possiedono concentrazioni inferiori di Ko (Figura 4). Difatti,
l'ingresso di Ko provoca una depolarizzazione locale della membrana che si propaga elettrotonicamente nelle
cellule gliali, generando una forza trainante che induce la fuoriuscita di K" dal sincizio. Dopo il buffering,
quindi, il guadagno netto di K* da parte delle cellule gliali ¢ basso e cio previene il rigonfiamento cellulare

(Steinhduser et al., 2012).
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Figura 4. Meccanismo dello spatial buffering di K* mediato dai canali Kir. L’incremento dell’attivita neuronale determina I'aumento
della concentrazione di Ko (12 mM), portando i valori di Ek a -60 mV nella fessura sinaptica. Dall’equazione di Goldman-Hodgkin-
Kats si ricava il potenziale di membrana (Em), pari a circa -75 mV, garantito dall’isopotenzialita del sincizio gliale. Ek risulta maggiore
di Em, promuovendo ’entrata degli ioni K*, che si muoveranno all’interno del sincizio sfruttando le gap-junction, fino alla zona a piu
bassa concentrazione di Ko (3 mM). A questo punto, Ek risulta minore di Em e gli ioni K* verranno riversati nell’ambiente
extracellulare.

L’efficienza del buffering spaziale dipende dalla corretta distribuzione e funzione dei canali Kir2.1 e Kir4.1
astrocitari, dalla presenza e integrita delle gap-junction (connessine 43 e 30) e dalla presenza delle acquaporine,
in particolare 1’acquaporina 4 (AQP4) (Kovdcs et al., 2012). A conferma di cio, gli astrociti nell'ippocampo
sclerotico di pazienti con epilessia del lobo temporale esprimono fenotipi immuno-istochimici e funzionali
insoliti, con alterazione delle giunzioni comunicanti, diminuzione dell’espressione dei canali Kir (Steinhduser
et al., 2012) e alterazione della distribuzione di AQP4 (Kim et al., 2010). Le conseguenze di queste disfunzioni
sfociano in un alterato equilibrio osmotico, in un’aumentata eccitabilita neuronale e nel disturbo del traffico
dei substrati metabolici, compromettendo cosi la sopravvivenza neuronale. Al contempo, la diminuita
espressione dei trasportatori del glutammato e della glutammina sintetasi potrebbe indurre 1’incremento dei

livelli di glutammato nell’ambiente extracellulare, comportando I’aberrante eccitabilita del SNC tipica dello
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stato epilettico (Kovdcs et al., 2012). Le crisi convulsive sono associate, inoltre, ad un incremento della

concentrazione dell'ossido nitrico (NO) e dei ROS. Lo stress ossidativo-nitrosativo altera 1'equilibrio tra le

molecole vasodilatatrici (PGE2) e quelle vasocostrittrici (AA e 20-HETE), incrementando il flusso sanguigno

cerebrale. Inoltre, 1'aumentato catabolismo astrocitario dell'adenosina altera tutte le funzioni adenosino-

mediate, quali la soppressione della neurotrasmissione e il potenziamento della vasodilatazione (Kovdcs et al.,

2012) (Figura 5).
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Figura 5. Spatial buffering dello ione K* in soggetti sani (A) o epilettici (B). A) Fisiologicamente, 1’attivita elettrica neuronale porta
all’aumento della concentrazione di Ko, rapidamente contrastato dal buffering astrocitario dello ione K*, mediato dai canali Kir2.1 e
Kir2.1/Kir4.1. Gli ioni K* si muovono all’interno del sincizio gliale, grazie alla presenza delle gap-junction, fino a raggiungere zone a
minore concentrazione di Ko, a livello delle quali vengono riversati gli ioni K* tramite i canali Kir4.1; questo processo ¢ coadiuvato
dal silenziamento del Kir2.1, mediante I’associazione con Kir5.1. Al contempo, il glutammato rilasciato nella fessura sinaptica si lega
ai recettori NMDA e AMPA, la cui trasduzione del segnale porta all’aumento della concentrazione di Ca?* e alla formazione di NO.
Quest’ultimo, insieme all’adeguato livello di adenosina e al corretto bilancio di molecole vasodilatatrici (PGE2) e vasocostrittrici (AA
e 20-HETE), assicura il mantenimento dell’omeostasi cerebrovascolare. B) In un soggetto epilettico, 1’alterazione del meccanismo di
spatial buffering si traduce in ipereccitabilita indotta dall’eccessiva presenza di glutammato nella fessura sinaptica, che porta ad un
aumento aberrante della concentrazione di Ca?" nell’elemento post-sinaptico, con conseguente innalzamento di NO. Questo processo,
insieme con ’aumento della concentrazione di Ca?" astrocitario in seguito al processo di astrogliosi, porta all’incremento dello stress
ossidativo-nitrosativo, che colpisce i canali ionici, i trasportatori, le gap-junction e ’equilibrio tra PGE2 e AA/20-HETE, comportando
I’aumento della vasodilatazione, la perdita dell’integrita della barriera ematoencefalica e la morte neuronale.

E chiaro, dunque, che il danno ossidativo neurale ¢ un componente cruciale nella patogenesi e nella
progressione dell'epilessia e le terapie atte a ridurre lo stress ossidativo potrebbero migliorare i danni tissutali
e modificare favorevolmente il decorso clinico di questa patologia (Costello and Delanty, 2004). A tal

proposito, una particolare attenzione ¢ stata rivolta alla melatonina (Mel), molecola la cui azione antiossidante
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¢ dieci volte piu potente rispetto a quella di altre sostanze (vitamine C ed E, glutatione e NADH) (Brzeczek et

al., 2016; Tan et al., 2003; Gitto et al., 2001).

1.6 Melatonina

La melatonina (N-acetil-5-metossiindolamina) ¢ una piccola molecola indolica anfifilica che regola diversi
processi fisiologici, garantendo 1'equilibrio omeostatico dell'intero organismo (7an et al., 2015; Chitimus et
al., 2020).

Essa ¢ prodotta principalmente dalla ghiandola pineale, ma sono stati identificati altri siti di produzione extra-
pineali, come il tratto gastrointestinale, i follicoli piliferi epiteliali, la pelle, la retina, le ghiandole salivari, le
piastrine, i linfociti e il cervello in via di sviluppo (Izykowska et al., 2009, Mahmood, 2018). Tutti questi
distretti corporei partecipano al raggiungimento dei livelli sierici fisiologici di Mel, che variano durante il
giorno da 5 a 200 pg/mL (Hickie et al., 2011).

Strutturalmente, Mel ¢ costituita da un anello eterociclico indolico e due catene laterali (Figura 6). L'anello
indolico ¢ ricco di elettroni ad elevata reattivita e stabilita di risonanza, necessari per eliminare i radicali liberi
(Poeggeler et al., 1993). Le catene laterali, rappresentate da un gruppo 5-metossi € uno 3-ammide, sono
collegate all'anello indolico in posizione C5 e C3, rispettivamente; esse contribuiscono all'attivita di

scavenging (soprattutto di *OH) e attenuano la tossicita di Mel (7an et al., 2002).

o o

Figura 6. Struttura di Mel.

Nei Mammiferi, il precursore iniziale della sintesi di Mel ¢ il triptofano che, grazie ad una reazione di
idrossilazione, viene convertito in 5-idrossitriptofano ad opera dell'enzima triptofano idrossilasi. La successiva
reazione di metilazione converte il 5-idrossitriptofano in serotonina che, in seguito al trasferimento di un
gruppo acetilico e metilico mediato rispettivamente dagli enzimi serotonina-N-acetiltrasferasi e N-

acetilserotonina-O-metiltrasferasi, viene convertita in Mel (Figura 7). La serotonina-N-acetiltrasferasi ¢
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I'enzima che limita la velocita del processo di sintesi ed ¢ regolato dal ritmo circadiano, per cui Mel viene

maggiormente secreta nelle ore notturne (7an et al., 2015).

Triptofano

J Tt iptofano idrossilasi

5-idrossitriptofano

J N-acetilserotonica-O-metiltransferasi

Serotonina

S5-metossitriptamina ~ N-acetil-serotonina

Serotonina-N-acetiltransferasi I I N-acetilserotonina-O-metiltransferasi

Melatonina

Figura 7. Sintesi di Mel.

Rispetto al processo di sintesi, il metabolismo di Mel ¢ molto complesso e non ¢ stato del tutto chiarito. La
melatonina puo essere metabolizzata tramite un processo enzimatico, pseudo-enzimatico o attraverso la sua
interazione con ROS e NOS, generando diversi composti, tra cui la 6-idrossimelatonina (7an et al., 2007). La
regolazione di alcuni processi omeostatici dell'organismo non ¢, quindi, soltanto affidata a Mel, ma anche
all'azione dei suoi metaboliti.

La melatonina svolge un ruolo integrativo e orchestra complessi processi di segnalazione grazie al controllo
del ciclo sonno/veglia e dell'asse ipotalamo/ipofisi, con effetti vasomotori, immunostimolanti, endocrini, anti-
lipidici, anti-apoptotici e regolatori del signaling dell'ossido nitrico (Hardeland et al., 2011; Mahmood, 2018).
Inoltre, ha un'azione anti-eccitatoria, agendo su canali ionici e sistemi di neurotrasmissione, in virtu della sua
attivita antiossidante 10 volte piu potente rispetto a quella di altre molecole antiossidanti (vitamine C ed E,
glutatione ¢ NADH), sia in vivo che in vitro (Brzeczek et al., 2016; Tan et al., 2003; Gitto et al., 2001).

Alla luce dei numerosi ruoli svolti da Mel, questa molecola puo essere considerata pleiotropica. Difatti, i
recettori melatonergici sono ubiquitari nell'organismo e cid contribuisce a spiegare le sue azioni endo-, para-,
auto- e intracrine (7an et al., 2003). La pleiotropia di Mel si esplica essenzialmente attraverso quattro differenti

meccanismi:
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e legame ai recettori di membrana. Nei Mammiferi sono stati identificati due tipi di recettori di
membrana, accoppiati a proteine G: MT1 e MT2 (Luchetti et al., 2010). 1l legame di Mel a questi
recettori induce la produzione di secondi messaggeri che regolano i processi fosforilativi e 1’attivita
funzionale dei canali K* e Ca*" (Vanecek, 1998);

e legame ai recettori nucleari. La natura lipofila di Mel permette il suo passaggio attraverso la membrana
plasmatica e il legame ai recettori nucleari, appartenenti alla famiglia RZR/ROR. Questi recettori sono
ubiquitari e hanno un ruolo nel processo di sviluppo del SNC, nel controllo dei ritmi circadiani e nel
differenziamento/proliferazione cellulare;

e legame a proteine intracellulari, come la calmodulina. Questo legame influenza l'omeostasi del Ca*",
i processi fosforilativi a carico della Ca*'-calmodulina chinasi e la funzione della pompa Ca*'-ATPasi
(Vanecek, 1998);

e Azione di scavenging indipendente dai recettori (Mahmood, 2018).

La melatonina previene i danni indotti dallo stress ossidativo a livello molecolare, cellulare, dei tessuti, degli
organi e sistematico attraverso meccanismi diretti e indiretti (Reiter et al., 1999; Tan et al., 2002), che
comprendono lo scavenging dei radicali liberi, la stimolazione degli enzimi antiossidanti endogeni e il
miglioramento dell'efficienza di altri antiossidanti (Reiter et al., 2016; Poeggeler et al., 1993; Galano et al.,
2018; Chitimus et al., 2020). La particolarita di questa molecola risiede nel fatto che anche i prodotti che
derivano dalle reazioni con i ROS conservano l'attivita antiossidante che, in alcuni casi, € piu potente di quella
della stessa Mel (Tan et al., 2014; Galano et al., 2015). Un'altra importante caratteristica di Mel ¢ che, in
condizioni di stress ossidativo moderato, la sua sintesi viene accelerata affinché l'organismo possa prepararsi
ad affrontare gradi di stress piu severi; pertanto, essa puo essere identificata come molecola inducibile (7an et
al., 2015).

Il meccanismo alla base dell'azione scavenging non € stato completamente chiarito; tuttavia, numerose ipotesi

sono state postulate:

e donazione di elettroni, al fine di neutralizzare le specie radicaliche;
e trasferimento di idrogeno alle specie radicaliche;

e formazione di un complesso con la specie ossidante;

e sostituzione di un atomo di idrogeno con la molecola ossidante;

e nitrosazione della specie ossidante;

e capacita di riparare le biomolecole precedentemente ossidate (7an et al., 2002).

Un deficit di Mel o dell'espressione dei suoi recettori ¢ correlato all'insorgenza di diverse patologie, come

malattie cardiovascolari, metaboliche, neurodegenerative (morbo di Alzheimer, il morbo di Parkinson,
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schizofrenia, epilessia), disturbi del turnover osseo, disturbi inflammatori e immunitari, autismo e cancro (Sun
etal.,, 2016; Lv et al., 2020; Gunata et al., 2020; Zheng et al., 2022; Hardeland, 2018; Lalanne et al., 2021;
Talib, 2018).

La somministrazione di Mel esogena puo attenuare la produzione di specie radicaliche nelle patologie
sopracitate, tra cui l'epilessia, riducendo l'insorgenza e la frequenza delle crisi convulsive (Mares et al., 2013).
Difatti, alte concentrazioni di Mel (10-100 mg/Kg o 100 uM) riducono la morte neuronale, la formazione di
malondialdeide e I'attivazione delle cellule gliali nel fenotipo epilettico, in virtu della sua azione antiossidante

e antiinfiammatoria (de Lima et al., 2005; Vishnoi et al., 2016).
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2. Obiettivo

L'epilessia ¢ una patologia complessa con una sintomatologia caratterizzata da molteplici fattori di rischio, di
cui il principale ¢ I’invecchiamento (Heuser et al., 2014; Thijs et al., 2019).

La maggiore incidenza degli episodi convulsivi nei soggetti anziani pud essere attribuita ai processi di
epileptogenesi e di astrogliosi, entrambi correlati all’aumento dello stress ossidativo (Beghi and Giussani,
2018). Difatti, l'ipereccitabilita neuronale ¢ le lesioni ossidative prodotte da un'eccessiva produzione di radicali
liberi possono avere un ruolo sia nell’eziologia che nella progressione dell'epilessia (Geronzi, et al., 2018;
Lukawski and Czuczwar, 2023). Dunque, comprendere il ruolo dello stress ossidativo nell'epileptogenesi ¢ di
fondamentale importanza per delineare nuove efficaci strategie terapeutiche.

Allo stato attuale, I'obiettivo farmacologico primario del controllo dell'epilessia ¢ la soppressione dell'attivita
convulsiva in seguito allo sviluppo della patologia. L’efficacia di tale strategia si attesta intorno al 66%, ma la
prognosi a lungo termine rimane comunque infausta (7hijs et al., 2019).

Considerando che la popolazione mondiale ¢ in costante crescita, con un parallelo aumento del numero di
soggetti anziani, l'epilessia rappresentera, in futuro, un enorme onere sociale, sanitario ed economico; ¢
necessario dunque agire sulla prevenzione degli eventi epileptogenici ed individuare i target molecolari
implicati nel suo sviluppo (Aguiar et al., 2012).

Sebbene i meccanismi alla base dell'epileptogenesi non siano ancora stati del tutto chiariti, il ruolo dei canali
ionici come regolatori dell'eccitabilita cellulare ha guadagnato sempre piu attenzione. A questo proposito,
prove emergenti evidenziano la potenziale implicazione dei canali Kir2.1 negli eventi epileptogenici, a causa
del loro ruolo cruciale nei meccanismi sottostanti il mantenimento dello spatial buffering dello ione K* (4kyuz
etal., 2022).

Sulla base di tali evidenze, gli obiettivi del presente elaborato sono:

e stabilire se lo stress ossidativo correlato all’invecchiamento puo alterare la funzione, 1’espressione o
la traslocazione dei canali Kir2.1 in cellule di glioblastoma umano (U-87 MG) esposte al D-Galattosio
(D-Gal), al fine di creare un modello di aging neurogliale simile a quello naturale. Difatti, diversi studi
hanno dimostrato che il modello di invecchiamento naturale indotto da D-Gal puo essere considerato
uno strumento prezioso per lo studio dei meccanismi sottostanti 1’aging, sia in vivo che in vitro (Azman
and Zakaria, 2019; Hou et al., 2019; Shwe et al., 2017).

e valutare il potenziale effetto protettivo di Mel, a concentrazioni farmacologiche (Morabito et al.,

2019), nel prevenire i cambiamenti indotti dallo stress ossidativo.
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3. Materiali e metodi

3.1 Sali e prodotti chimici

La melatonina (CAS Number: 73-31-4), il D-(+)-Galattosio (CAS Number: 59-23-4), il D-Mannitolo (CAS
Number: 69-65-8), il terz-butil idroperossido (TBHP, CAS Number: 75-91-2) e la clorammina T (CI-T, CAS
Number: 149358-73-6) sono stati acquistati da Sigma-Aldrich. II bloccante di Kir4.1 2-(2-Bromo-4-
isopropylphenoxy)-N-(2,2,6,6-tetramethylpiperidin-4-yl) acetamide (VU0134992, CAS Number: 755002-90-
5) (Kharade et al., 2018) e l'nibitore di Kir2.1 N-[(4-Methoxyphenyl)methyl]-1-naphthalenemethanamine
hydrochloride (ML133, CAS Number: 1222781-70) sono stati acquistati da Tocris (Bio-techne, Minneapolis,
MN, USA). Le soluzioni madre sono state preparate in dimetilsulfossido (DMSO) e conservate al riparo da

fonti luminose.

3.2 Colture cellulari e trattamenti

Gli esperimenti presenti in questo elaborato sono stati effettuali su cinque linee cellulari:

o cellule U-87 MG (human glioblastoma astrocytoma, American Type Cell Culture Collection (ATCC));
e cellule NIH/3T3 (mouse fibroblasts, ATCC);

e cellule HEK 293 T (human embryonic kidney, CRL-3216, ATCC);

e cellule HeLa (human cervical adenocarcinoma, CCL-2, ATCC);

e oociti di Xenopus laevis, prelevati mediante ovarectomia parziale da rane anestetizzate con lo 0.2% di

Tricaina (MS222).

Le U-87 MG rappresentano una linea cellulare con morfologia epiteliale, isolata da gliomi maligni. I gliomi
sono i tumori cerebrali primari piu comuni, che si manifestano in genere attraverso crisi epilettiche
sintomatiche. Le cellule gliali esprimono diversi canali K, i quali svolgono un ruolo importante nello spatial
buffering e sono, dunque, presumibilmente coinvolti nel facilitare l'ipereccitabilita epilettica (Madadi et al.,
2021). Le cellule U-87 MG sono state seminate in terreno F-12 Ham (N4888, Sigma-Aldrich, Schnelldorf,
Germania) completato con il 10% di siero bovino fetale (FBS, GIBCO, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA), 2 mM di L-glutammina, 100 U/mL di penicillina, 100 pg/mL di streptomicina e 7.5% di NaHCO:s.
Le cellule NIH/3T3, HEK 293T, HeLa e gli oociti rappresentano ottimi modelli per studi in vitro, grazie alle
loro caratteristiche peculiari: facilitd nel mantenimento della coltura cellulare, intensa proliferazione, facilita
di trasfezione e alto tasso di realizzazione dei sigilli mediante tecnica del patch-clamp in configurazione whole-

cell.
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Le cellule NIH-3T3 sono state seminate in terreno Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-high glucose (D7777,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), completato con il 10% di newborn bovine serum (GIBCO), 100 U/mL
di penicillina e 100 pg/mL di streptomicina.

Le cellule HEK 293T e le cellule HeLa sono state seminate in terreno Minimum Essential Eagle Medium
(M5650, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), completato con il 10% di siero bovino fetale (FBS; GIBCO,
Thermo Fisher, Waltham, MA, USA), 2 mM di L-glutammina, 100 U/mL di penicillina, 100 pg/mL di
streptomicina e 1 mM acido piruvico (sale di sodio).

Tutte le linee cellulati sono state mantenute a 37°C, con il 5% di CO,, 95% di aria e 100% di umidita. Le
sottoculture venivano seminate ogni due-tre giorni in piastre Petri da 100 mm di diametro dopo il trattamento
con tripsina/acido etilendiamminotetraacetico (EDTA), per consentire la propagazione della coltura.

Per riprodurre un modello di aging correlato all’aumento dello stress ossidativo, le cellule U-87 MG e NIH/3T3
sono state seminate per 24 h in terreno completo contenente 100 mM D-Gal. Per testare I'effetto antiossidante
di Mel, le cellule sono state esposte simultaneamente con 100 mM D-Gal e 100 uM Mel per 24 h. Per ottenere
un'osmolarita uguale dei media di incubazione, ¢ stata utilizzata una quantita equimolare (100 mM) di D-
Mannitolo (D-Man) in sostituzione a 100 mM D-Gal. Come controllo per Mel, ¢ stato utilizzato un volume

uguale di DMSO (Figura 8).

Cellule Incubazione Trattamenti cellulari

— Medium di coltura

Controllo Medello di aging
t—  Medium di coltura + D-Mannitolo o D-Galattosio

24h —
Veicalo

U-87 MG Antiossidante
f—  Medium di coltura + Melatonina o DMSO

Controlia Modello di aging Antigssidante Veicolo
“— Medium di coltura + D-Mannitolo o D-Galattosio + Melatonina 0 DMS
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Cellule Trasfezione Trattamenti cellulari

Incubazione
T »
48h —  Medium di coltura
EGFP
Controllo Modello di aging
I—  Medium di coltura + D-Mannitolo o D-Galattosio
24h —
- . Antiossidante Veicalo
NIH/3T3 EGER K2 t—  Medium di coltura + Melatonina o DMSO
Controilo Modello di aging Anticssidante Veicalo
“—  Medium di coltura + D-Mannitolo o D-Galattosio + Melatonina 0 DMSO

Figura 8. Rappresentazione schematica dei trattamenti sperimentali in cellule U-87 MG e NIH/3T3.

3.3 Trasfezione cellulare e vettori plasmidici

Il meccanismo di trasfezione consiste nell’introduzione di materiale genetico esogeno all’interno delle cellule.
In questo caso, ¢ stata eseguita la trasfezione del vettore codificante per Kir2.1 in cellule NIH-3T3, HeLa e
HEK 293T per indurre 1’espressione ectopica del canale Kir2.1.

11 vettore plasmidico CMV-GFP-Kir2.1 codificante per il canale Kir2.1 umano (KCNJ2, NCBI Sequence ID:
NM 000891.3) con ’EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein) fusa al dominio N-terminale, ¢ stato
gentilmente concesso da Bikash Pattnaik (Addgene plasmid # 107184; http://n2t.net/addgene:107184; RRID:
Addgene 107184). Le cellule di controllo sono state trasfettate con un vettore codificante solo per la proteina
EGFP (empty vector).

Le cellule NIH/3T3 e HeLa sono state seminate in piastre Petri da 35 mm di diametro, incubate over-night per
ottenere una confluenza del 30-50% e trasfettate con 3 o 1.5 pg di DNA plasmidico e 6 o 3 pL di
METAFECTENE PRO (Biontex, Monaco, Germania), rispettivamente, seguendo le istruzioni del produttore.
I METAFECTENE PRO sfrutta il meccanismo della lipofezione: il reagente contiene lipidi cationici che
formano liposomi i quali, a contatto con gli acidi nucleici, creano dei complessi chiamati lipoplex. I lipoplex
possono essere assorbiti dalle cellule eucariotiche per endocitosi, veicolando gli acidi nucleici all'interno del
citosol. Le cellule HEK293T sono state trasfettate con 400 ng di DNA plasmidico mediante 1’utilizzo di
Effectene Kit from Qiagen (Hilden, Germany), seguendo le istruzioni del produttore. L'Effectene Transfection
Reagent possiede una formulazione lipidica non-liposomica che viene utilizzata in combinazione con uno
speciale attivatore della condensazione del DNA. Il reagente ricopre di lipidi cationici il DNA condensato,

favorendo il trasferimento del DNA nelle cellule eucariotiche.
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Otto ore dopo la trasfezione, il mezzo ¢ stato sostituito e le cellule sono state trasferite su vetrini copri-oggetto
(diametro 10 mm); le misurazioni elettrofisiologiche sono state eseguite 72 h dopo la trasfezione. Le singole
cellule trasfettate sono state individuate otticamente tramite il segnale fluorescente emesso da EGFP

(eccitazione massima, 488 nm; emissione massima, 507 nm).

3.3.1 Espressione in oociti

L'RNA ¢ stato trascritto utilizzando il kit T7 mMessageMachine (Thermofisher, Milano, Italia) in seguito alla
linearizzazione del plasmide con Nhel. Gli oociti di Xenopus laevis sono stati iniettati con circa 5 ng di RNA

e incubati a 18°C per 24 h, in accordo con Traverso e collaboratori (Traverso et al., 2006).

3.4 Trascrizione inversa e Real Time PCR (RT-qPCR)

Al fine di individuare i trascritti Kit/KCN presenti nelle cellule U-87 MG, ¢ stata effettuata 1’estrazione
dell’RNA totale, la trascrizione inversa ¢ la tecnica Real time PCR di tipo quantitativo. Le cellule sono state
seminate in una piastra Petri del diametro di 10 mm o in due del diametro di 3.5 mm, fino a confluenza.
L'estrazione dell'RNA totale ¢ stata eseguita con 'RNeasy micro-kit (Qiagen, Hilden, Germania). L'RNA totale
proveniente dal rene umano, dalla corteccia frontale e dalla tiroide ¢ stato acquistato da Ambion (Foster City,
CA, USA) o Clontech (Mountain View, CA, USA) e utilizzato per confermare 1’efficienza dei primer. Un pg
di RNA totale ¢ stato utilizzato per la reazione di trascrizione inversa con il kit QuantiTect®, per la sintesi del
cDNA con rimozione integrata della contaminazione genomica del DNA (Qiagen). I primer PrimeTime®
qPCR per la rilevazione di tutte e quindici le isoforme del canale Kir e di POLR2A (trascritto utilizzato come
house-keeping) sono stati acquistati da Integrated DNA Technologies (Coralville, IA, USA). Le reazioni di
qPCR sono state effettuate con 5 uL. di cDNA templato diluito 1:10 in un volume finale di 20 pL costituito da
primer 1X e GoTaq® qPCR Master Mix 1X (Promega, Madison, WI, USA). Le reazioni di Real-time PCR
sono state eseguite tramite lo strumento Rotor Gene (Quiagen) e sono state effettuate in duplicati tecnici per
ogni campione, includendo un controllo negativo di trascrizione inversa e un controllo privo del templato. |
livelli dei trascritti sono stati normalizzati per quelli dell’house-keeping e analizzati con il metodo comparativo

Ct (Livac and Schmittgen, 2001).

3.5 Caratterizzazione del modello di aging
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3.5.1 Saggio di vitalita cellulare

Al fine di accertare la non tossicita dei trattamenti sperimentali, ¢ stata valutata la vitalita cellulare tramite il
sistema CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega, Madison, WI, USA),
seguendo le istruzioni del produttore. Il reagente CellTiter 96® AQueous One Solution contiene un composto
tetrazolico (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium,
inner salt), il quale viene metabolizzato dalle cellule vitali e ridotto in un prodotto colorato formazanico
solubile. La quantita di formazano prodotta ¢ direttamente proporzionale al numero di cellule vive presenti in
coltura. Le cellule U-87 MG e NIH/3T3 sono state seminate in piastre da 96 pozzetti con una densita di 1 x
10° cellule/pozzetto. Dopo i trattamenti (Figura 8), le cellule sono state incubate con 20 uL CellTiter 96 per 3
h in atmosfera umidificata al 5% di CO». La produzione di formazano ¢ stata rilevata a 490 nm di assorbanza
(Victor X3 multiplate reader, Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) dopo aver sottratto I'assorbanza di fondo. I

dati provengono dalla media di 6 replicati sperimentali per ogni condizione.

3.5.2 Valutazione dei livelli delle sostanze reattive dell’acido tiobarbiturico

I livelli delle sostanze reattive dell'acido tiobarbiturico (TBARS) sono stati valutati come descritto da
Mendanha e collaboratori (Mendanha et al., 2012), con piccole modifiche. I TBARS sono prodotti dalla
reazione tra l'acido tiobarbiturico (TBA) e la malondialdeide (MDA), il prodotto finale della perossidazione
lipidica. In breve, le cellule U-87 MG sono state seminate in piastre Petri da 150 mm di diametro fino a circa
1’80% confluenza ed esposte ai trattamenti sperimentali (Figura 8). In seguito, i campioni sono stati centrifugati
(Neya 16R, 2000 xg, 5 min) e i pellet cellulari sono stati sospesi in soluzione isotonica, trattati con acido
tricloroacetico al 10% (p/v) e centrifugati (Neya 16R, 3000 xg, 10 min). Al surnatante sono stati aggiunti 0.5
mL di TBA (1% in 0,05 M NaOH) e la miscela ¢ stata incubata a 95°C per 2 h. I livelli di TBARS sono stati
ottenuti sottraendo il 20% dell'assorbanza a 453 nm dall'assorbanza a 532 nm (Onda Spectrophotometer, UV-

21). I risultati sono indicati come uM TBARS (coefficiente di estinzione molare: 1.56 x 10° M cm™).

3.5.3 Valutazione del contenuto dei gruppi sulfidrilici totali

La valutazione del contenuto dei gruppi sulfidrilici totali (gruppi -SH) € un test che permette di valutare la
condizione ossidativa delle proteine. Difatti, ’aumento dei ROS puod comportare 1’ossidazione dei gruppi
sulfidrilici, con la formazione di ponti disolfuro e una conseguente diminuzione dei gruppi -SH (Perrone et
al., 2023). 11 contenuto dei gruppi sulfidrilici totali € stato valutato come descritto da Aksenov and Markesbery
(Aksenov and Markesbery, 2001), con piccole modifiche. Le cellule U-87 MG sono state seminate in piastre

Petri da 150 mm di diametro fino a circa 1’80% confluenza e successivamente esposte ai trattamenti

33



sperimentali (Figura 8). In seguito, i campioni sono stati centrifugati (Neya 16R, 2000 xg, 5 min) e i pellet
cellulari sono stati lisati su ghiaccio in 1 mL di soluzione tamponata contenente 20 mM Tris-HCI, 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 0.1% NP40 e cocktail di inibitori delle proteasi (Roche, Basilea, Svizzera). Dopo
un’ulteriore centrifugazione (Neya 16R, 16000 xg, 30 minuti, 4°C) il surnatante ¢ stato incubato con I'1% di
SDS per 20 minuti su ghiaccio. Per avviare la reazione, ¢ stata aggiunta un'aliquota di 10 pL di surnatante a
90 pL di 5,5'-dithio-bis-[2-nitrobenzoic acid] (DTNB, 1 mM) e i campioni sono stati incubati a 25°C per 30
minuti, protetti dalla luce. Dopo l'incubazione, l'assorbanza del campione ¢ stata misurata a 412 nm
(spettrofotometro Onda, UV-21) e i livelli di acido 3-tio-2-nitro-benzoico (TNB) sono stati rilevati dopo
sottrazione dell'assorbanza del bianco (campioni contenenti solo DTNB). I risultati sono stati riportati come

% dei gruppi sulfidrilici totali.

3.6 Tecnica del patch-clamp

Il patch-clamp ¢ una raffinata tecnica elettrofisiologica attraverso la quale ¢ possibile valutare I’eccitabilita
cellulare, manifestata come corrente ionica transmembrana e/o generazione di potenziali d’azione (Hill and
Stephens, 2021; Karmazinova and Lacinova, 2010). Sviluppata intono alla fine degli anni *70, la tecnica del
patch-clamp ¢ stata utilizzata con successo per la caratterizzazione delle conduttanze ioniche di canali ionici
voltaggio-dipendenti, canali ionici ligando-dipendenti e scambiatori ionici (Karmazinovd and Lacinovd,
2010).

Il principio del metodo sfrutta la formazione del cosiddetto “sigillo”, ovvero un’intima connessione isolata
elettricamente tra una porzione di membrana cellulare (patch) e la punta di una micropipetta di vetro contenente
I’elettrodo di stimolazione/registrazione. In particolare, il sigillo viene creato in seguito alla delicata
interazione tra la micropipetta (contenente la soluzione intracellulare) e la cellula (immersa nella soluzione

extracellulare) e all’applicazione di una leggera suzione attraverso la pipetta (Figura 9).
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Bagnetto

Elettrodo di riferimento

Figura 9. Formazione del sigillo

Per accertare la stabilita del sigillo, la resistenza elettrica di quest’ultimo deve superare 1 GC, creando il
cosiddetto gigaseal. La formazione del gigaseal ¢ il punto di partenza primario per ottenere le diverse possibili

configurazioni del patch-clamp, tra cui quella whole-cell (Hamill et al. 1981) (Figura 10).
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Figura 10. Patch-clamp in configurazione whole-cell.

La configurazione whole-cell ¢ la piu comunemente utilizzata negli esperimenti elettrofisiologici per
monitorare l'attivita di tutti i canali espressi nella cellula in esame. Per ottenerla ¢ necessario applicare una
suzione piu decisa, cosi da rompere la porzione di membrana sottostante la micropipetta. In alternativa, ¢
possibile indurre la formazione di pori a livello del patch tramite 1’aggiunta di antibiotici perforanti nella

soluzione intracellulare, quali la nistatina, I’amfotericina B o la gramicidina. Il patch perforato consente di
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ottenere dei sigilli piu stabili e costituisce il metodo di elezione per lo studio dei canali ionici soggetti a run-
down (perdita di corrente) (Rosholm et al., 2021). In questo elaborato ¢ stata eseguita la tecnica del patch-
clamp in configurazione whole-cell e in modalita voltage-clamp, in cui il segnale registrato ¢ rappresentato
dalla quantita di corrente che passa attraverso la membrana cellulare ad un voltaggio prestabilito. Nel voltage-
clamp la cellula viene stimolata con un quantitativo di corrente opposto e uguale a quello che passa attraverso
i canali ionici nella membrana cellulare. La quantita di corrente necessaria per mantenere costante il potenziale

della membrana fornisce una misura diretta di quella che scorre attraverso la stessa.

3.6.1 Set-up del patch-clamp

Come mostrato in Figura 11, il set-up utilizzato comprende una gabbia di Faraday (a), all’interno della quale
¢ collocato un microscopio invertito (b) su un tavolo antivibrante di tipo pneumatico (c). Il cambio della
soluzione extracellulare ¢ effettuato tramite un sistema di perfusione. L’acquisizione dei dati ¢ stata realizzata
tramite I’amplificatore EPC-10 (d) (HEKA Elektronik, Germania), collegato ad una scheda analogico-digitale
ITC-16 e controllato da un computer Macintosh, corredato di programma Patch Master (HEKA Elektronik,
Germania). Le micropipette da patch-clamp sono state realizzate a partire da capillari in vetro borosilicato
(World Precision Instruments, #1 B150F-3, O.D. = 1.0 mm, [.D. = 0.58 mm) mediante 1’utilizzo di un puller
(e) (P-97, Sutter Instruments, USA). Le micropipette da patch-clamp sono state inserite nell’holder (f),
collegato all’amplificatore, il cui movimento ¢ reso possibile dall’utilizzo di un micromanipolatore di tipo
piezoelettrico (g) (Scientifica, UK). Le registrazioni sono state eseguite a temperatura ambiente, 12-18 h dopo

il passaggio di tripsinizzazione delle cellule.

Figura 11. Set-up del Patch-clamp. a) gabbia di Faraday; b) microscopio invertito; ¢) tavolo antivibrante di tipo pneumatico; d)
amplificatore; e) puller; f) holder; g) micromanipolatore piezoelettrico.
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3.6.2 Registrazione della corrente K*

Al fine di misurare la corrente K*, ¢ stato utilizzato il metodo del patch-clamp in modalita voltage-clamp e in
configurazione whole-cell (patch perforato).

Dopo i trattamenti (Figura 8), le cellule U-87 MG e NIH/3T3 sono state seminate over-night su vetrini copri-
oggetto (diametro 10 mm) contenuti in piastre Petri da 30 mm di diametro. I vetrini sono stati posti nel
bagnetto, contenente la soluzione extracellulare (composizione descritta in Figura 12) e connesso all’elettrodo
di riferimento tramite un ponte costituito dal 4% di agar in 100 mM KCI. Le cellule singole sono state
selezionate tramite contrasto di fase o microscopia a fluorescenza, a seconda dei casi. Le micropipette di vetro
sono state riempite con soluzione intracellulare (composizione descritta nella Figura 12). Con le soluzioni

utilizzate, la resistenza degli elettrodi era compresa trai 3 e gli § MQ.

Micropipetta
Elettrodo di riferimento 4
Eletirodo di
Soluzione extracellulare: smolazione | Soluzione intracellulare:
* Na':5.4mM T T KR 115 mM
* K115 mM Ponte Agar E— Mg2+: 5mM
+ Ca*:1.8 mM e * CI:10mM
+ Mg?*: 0.5 mM i * Gluconato: 115 mM
* CI: 10 mM * HEPES: 5 mM
* HEPES: 5 mM * ATP:5mM
* Glucosio: 5 mM Cellula * EGTA: 5mM

*  Mannitolo ~70 mM *  Mannitolo ~50 mM
pH=7.4 _ pH=72

Figura 12. Composizione (in mM) delle soluzioni extracellulare (bagnetto) e intracellulare (di riempimento della micropipetta) per
esperimenti di patch-clamp in configurazione whole-cell. La pressione osmotica ¢ stata regolata a ~ 308 mOsm/ Kgn2o con mannitolo,
se necessario. L' ATP ¢ stata aggiunta alle soluzioni come sale di Mg?*. HEPES, acido 4-(2-idrossietil)-1-piperazineethanesulfonico;
EGTA, acido etilenglicol-bis(p-aminoetil etere)-N,N',N',N'-tetraacetico.

Per ottenere la configurazione whole-cell, sono stati aggiunti 167 pg/mL di nistatina alla soluzione

intracellulare da una madre 50 mg/mL preparata in DMSO (Horn, 1991) (Figura 13).
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Figura 13. Patch perforato

Per gli esperimenti in perfusione (cellule U-87 MG, HEK293T e oociti di Xenopus laevis) ¢ stata eseguita una
rapida sostituzione della soluzione extracellulare con una velocita di flusso pari a 5 mL/min e un volume di

soluzione di circa 300 pL.
3.6.3 Protocollo di stimolazione

Le conduttanze dei canali ionici possono essere attivate da specifici step di impulsi, dove un numero stabilito
di incrementi di voltaggio viene applicato per la durata desiderata (Sherman-Gold, 1993; Hill and Stephens,
2021).

Una volta verificata la stabilita del sigillo e I’assenza di correnti di leakage, sono state effettuate le registrazioni
di corrente dopo cinque minuti dal passaggio alla configurazione whole-cell, cosi da consentire un’adeguata
dialisi del contenuto intracellulare. L’entita della corrente ¢ stata misurata ogni 5 minuti fino ad un massimo
di 30 minuti. Per stabilire la relazione corrente/voltaggio (I/V), le cellule sono state stimolate con degli step di
impulsi della durata di 400-500 ms, da -120 mV a +40 mV, a incrementi di 20 mV, da un potenziale di holding
pari a -60 mV (Figura 14).

+40 mV

0mV

-60 mV

-120 mV

Figura 14. Protocollo di stimolazione
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3.6.4 Voltage-clamp a due elettrodi

Il voltage-clamp a due elettrodi ¢ una tecnica utilizzata per misurare le correnti dei canali o dei trasportatori
ionici espressi negli oociti di Xenopus laevis. In questo caso, la membrana plasmatica dell'oocita entra a
contatto con due microelettrodi, uno per il rilevamento del voltaggio e l'altro per l'iniezione della corrente
(Wang et al., 2017).

Le pipette di registrazione sono state riempite con 3 M KCIl (resistenza pari a 0.6 MQ) e le correnti sono state
registrate utilizzando un amplificatore TECO03 (NPI electronics, Tamm, Germania). Gli elettrodi, messi a terra,
sono stati collegati al bagnetto tramite ponti agar. La soluzione extracellulare standard conteneva 100 mM

NaCl, 5 mM KCI, 5 mM MgSQO4, 10 mM HEPES (pH 7.3).

3.6.5 Acquisizione e analisi dei dati

Per l'acquisizione dei dati, sono stati utilizzati amplificatori EPC-10 (HEKA, Stuttgart, Germania) controllati
da computer Macintosh contenenti il software Patch Master (HEKA). Per le registrazioni di voltage-clamp a
due elettrodi, le correnti sono state acquisite utilizzando il programma GePulse personalizzato e un'interfaccia
Itc-16 (Instrutech, Colorado, USA). Le correnti di capacita fast e slow sono state monitorate e compensate
durante le registrazioni. La resistenza di accesso ¢ stata monitorata € mantenuta a valori minori di 20 MQ.
Tutte le misurazioni di corrente sono state filtrate a 3 kHz e digitalizzate a 50 kHz.

Per ’analisi dei dati, sono stati utilizzati i software Fit Master (HEKA), Excel (versione 2019, Microsoft, USA)
e GraphPad (versione 9.0 per Windows, GraphPad Software, San Diego, California, USA). Il valore medio
della corrente (pA), misurato in un intervallo di circa 7.5 msec e preso dopo 2.5 msec dall’inizio dell’impulso,
¢ stato normalizzato per la capacita di membrana (pF), al fine di ottenere la densita di corrente (pA/pF o nA/pF
per gli oociti), che rappresenta una misura della magnitudo della corrente indipendente dalla grandezza delle
cellule. In alcuni esperimenti, € stata sottratta la corrente residua dopo I’esposizione a 1 mM Ba**.

Tutti i risultati sono espressi come media + errore standard. Per 1’analisi statistica ¢ stato utilizzato lo Student
t-test per dati non appaiati o appaiati, a seconda dei casi. Le differenze tra i dati sono state assunte come
statisticamente significative per p < 0.05 (*:p < 0.05; **:p < 0.01; ***:p <0.001). “n” corrisponde al numero

di esperimenti indipendenti, ovvero al numero di cellule utilizzate.
3.7 Determinazione dei livelli di ROS
La produzione di ROS ¢ stata valutata tramite 1’utilizzo dell'indicatore 2°,7’-dichlorofluorescein diacetate

(H2DCFDA, D6883, Sigma-Aldrich) (Liu et al., 2017). Questo metodo sfrutta il principio secondo cui

I’indicatore non fluorescente H2DCFDA reagisce con i ROS eventualmente prodotti, andando incontro a
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reazioni di deacetilazione e di ossidazione, formando cosi il composto fluorescente diclorofluoresceina (DCF).
Le cellule U-87 MG e NIH/3T3 sono state seminate in piastre da 96 pozzetti con una densita di 1 x 10°
cellule/pozzetto e, dopo 24 h, esposte ai trattamenti sperimentali per 3-6-12-24 e 72 h (Figura 8). Come
controllo positivo, le cellule sono state trattate con 1 mM di H>O, per 30 minuti. Dopo ogni trattamento, il
medium di incubazione ¢ stato eliminato e le cellule sono state lavate in tampone fosfato salino (PBS) ed
incubate con 50 pL di H2DCFDA 20 uM per 45 minuti in un'atmosfera umidificata al 5% di CO,. Infine, le
cellule sono state lavate per 3 volte con PBS. Le misurazioni di fluorescenza sono state eseguite con un
microplate reader (Victor X3, Perkin Elmer, lunghezze d'onda di eccitazione: 485 nm, lunghezza d'onda di
emissione: 535 nm), dopo aver sottratto la fluorescenza di fondo. I dati provengono dalla media di 6 replicati

sperimentali per ogni condizione.

3.8 Valutazione del sistema antiossidante enzimatico endogeno

3.8.1 Saggio dell'attivita di CAT

La catalasi ¢ un enzima antiossidante ubiquitario che catalizza la decomposizione di H,O, in H,O e O»
(Glorieux and Calderon, 2017). Per determinare ’attivita di questo enzima, le cellule U-87 MG e NIH/3T3
sono state seminate in piastre a 6 pozzetti con una densita di 1 x 10° cellule/pozzetto. Dopo 24 h, esse sono
state esposte ai trattamenti sperimentali (Figura 8). Un sottoinsieme di cellule ¢ stato trattato con 1 mM di
H>O; per 30 minuti. Dopo ogni trattamento, il mezzo di incubazione ¢ stato eliminato e le cellule sono state
lavate in PBS. L'attivita di CAT ¢ stata valutata dal Catalase Assay Kit (MAK381, Sigma-Aldrich), secondo le
istruzioni del produttore. L'assorbanza dei campioni € stata determinata alla lunghezza d'onda di 595 nm (plate
reader Victor X3, Perkin Elmer) dopo aver sottratto 1'assorbanza di fondo. I dati provengono dalla media di 3

replicati sperimentali per ogni condizione.

3.8.2 Saggio dell'attivita delle SOD

Le superossido dismutasi (SOD) sono metalloenzimi antiossidanti presenti in molti organismi, dai mammiferi
ai batteri. Catalizzano la dismutazione di *Oy" in H,O» e O, (Sheng et al., 2014). Per determinare 1’attivita di
questi enzimi, le cellule U-87 MG e NIH/3T3 sono state seminate in piastre a 6 pozzetti con una densita di 1
x 10° cellule/pozzetto. Dopo 24 ore, esse sono state esposte ai trattamenti sperimentali (Figura 8). Un
sottoinsieme di cellule ¢ stato trattato con 1 mM H,O, per 30 min. Dopo ogni trattamento, il mezzo di
incubazione ¢ stato eliminato e le cellule sono state lavate in PBS. L'attivita delle SOD ¢ stata valutata dal
Superoxide Dismutase (SOD) Activity Assay Kit (CS0009, Sigma-Aldrich), secondo le istruzioni del

produttore. L'assorbanza dei campioni ¢ stata determinata alla lunghezza d'onda di 450 nm (plate reader Victor
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X3, Perkin Elmer) dopo aver sottratto l'assorbanza di fondo. I dati provengono dalla media di 3 replicati

sperimentali per ogni condizione.

3.9 Co-localizzazione

La traslocazione di EGFP-Kir2.1 verso la membrana plasmatica ¢ stato valutato mediante la co-localizzazione
di EGFP e un marcatore della membrana plasmatica (CellMaskTM Deep Red plasma membrane stain, C10046,
Invitrogen Molecular Probes, Waltham, MA, USA) come precedentemente descritto da de Moraes ¢
collaboratori e da Roesch e collaboratori (de Moraes et al., 2016; Roesch et al., 2018). In breve, le cellule
NIH/3T3 e HeLa sono state lavate tre volte con la soluzione salina bilanciata Hanks (HBSS, Sigma-Aldrich),
incubate con 1.25 pg/mL CellMaskTM Deep Red plasma membrain stain su ghiaccio per 5 minuti in HBSS,
lavate nuovamente tre volte con HBSS ghiacciato e sviluppate immediatamente in HBSS. L'imaging ¢ stato
eseguito mediante acquisizione sequenziale con il microscopio confocale Leica TCS SPSII AOBS (Leica
Microsystems, Wetzlar, Germania) dotato di un obiettivo ad immersione HCX PL APO 63 /1.20 Lambda blue
water e controllato dal software LAS AF SP5 (Leica Microsystems). L'EGFP ¢ stato eccitato alla lunghezza
d’onda di 488 nm con il laser Argon e I'emissione ¢ stata rilevata nella gamma tra 500 e 600 nm; il CellMaskTM
Deep Red stain ¢ stato eccitato a 633 nm con un laser Elio/Neon e I'emissione ¢ stata rilevata nella gamma tra
640 e 700 nm. La co-localizzazione ¢ stata quantificata ed espressa come coefficiente di correlazione di

Pearson (Adler and Parmryd, 2010), coefficiente di sovrapposizione e tasso di co-localizzazione.

3.10 Valutazione dei livelli di espressione di Kir2.1

3.10.1 Western blotting

Per valutare i livelli di espressione della proteina Kir2.1, le cellule NIH/3T3 sono state seminate in una piastra
da 6 pozzetti ed esposte ai trattamenti sperimentali (Figura 8). Successivamente, i campioni sono stati lavati in
PBS e lisati in ghiaccio con 100 pL di tampone RIPA ghiacciato (Sigma Aldrich) contenente 1X Halt Protease
Inhibitor Cocktail (Thermo Fisher Scientific). I lisati cellulari sono stati centrifugati a 900 xg per 10 minuti a
4°C. 1l surnatante ¢ stato raccolto e conservato a -20°C fino all'utilizzo. Gli estratti proteici sono stati separati
con voltaggio costante (120 V) su un gel di sodio dodecil solfato (SDS) al 10% di poliacrilamide. Le proteine
sono state, in seguito, trasferite per 2 ore su una membrana di polivinilidene fluoruro (PVDF) applicando un
voltaggio costante (75 V). Le membrane sono state bloccate per 1 ora a temperatura ambiente con il 5% di
latte in polvere privo di grassi diluito in soluzione tamponata Tris-HCI contenente 0.1% di Tween 20 (TBST),
incubate over night a 4°C in agitazione con anticorpi primari diluiti con il 5% di latte in polvere privo di grassi

sciolto in TBST. Il giorno successivo, le membrane sono state lavate 3 volte in TBST, incubate per 1 ora a
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temperatura ambiente con gli anticorpi secondari diluiti con il 5% di latte in polvere privo di grassi sciolto in
TBST e lavate nuovamente. Gli immunocomplessi sono stati visualizzati utilizzando il sistema di imaging a
infrarossi ODYSSEY (LI-COR, Lincoln, NE, USA). L'anticorpo monoclonale anti-GFP suscitato in topo (2D4,
A254386, diluizione 1:1000) proveniva da Antibodies (Stoccolma, Svezia). L'anticorpo anti-GAPDH suscitato
in capra (PLA0302, diluizione 1:1000) proveniva da Sigma-Aldrich. Gli anticorpi secondari anti-goat (926-
32214, diluizione 1:20000 diluizione) e anti-mouse (926-32210, 1:20000 diluizione) IRDye 800 CW
provenivano da LICOR. Il segnale emesso da GFP-Kir2.1 ¢ stato normalizzato per quello emesso dal GAPDH,
utilizzata come proteina house-keeping. La densitometria ¢ stata eseguita con il software Image]J 1.53t (Wayne
Rasband, NIH, MD, USA). Le analisi statistiche sono state effettuate tramite i programmi Excel (versione
2019, Microsoft, USA) e GraphPad (versione 9.0 per Windows, GraphPad Software, San Diego, California,
USA). Tutti i risultati sono espressi come media + errore standard. Per 1’analisi statistica ¢ stato utilizzato
I’ANOVA one-way seguito dal test post-hoc di Bonferroni. Le differenze tra i dati sono state assunte come
statisticamente significative per p < 0.05 (*:p < 0.05; **:p < 0.01; ***:p <0.001). “n” corrisponde al numero

di esperimenti indipendenti.

3.10.2 Imaging quantitativo

L'abbondanza totale della proteina EGFP-Kir2.1 ¢ stata valutata tramite l'imaging quantitativo, come
precedentemente descritto da de Moraes e collaboratori e Roesch e collaboratori (de Moraes et al., 2016;
Roesch et al., 2018). In breve, le cellule NIH/3T3 sono state fissate con il 4% di paraformaldeide per 15 minuti,
colorate con 0.1 pg/mL di 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) per 10 minuti, lavate tre volte e sviluppate
in HBSS. L'intensita di fluorescenza di interi campi di imaging (livelli medi di grigio) nel canale di emissione
di EGFP ¢ stata sottratta per la fluorescenza di fondo e normalizzata per l'intensita di fluorescenza sottratta dal
fondo nel canale di emissione del DAPI. L'imaging ¢ stato eseguito al microscopio confocale come descritto
sopra (paragrafo “Co-localizzazione”). Il DAPI ¢ stato eccitato alla lunghezza d’onda di 605 nm con il laser
DPSS e I'emissione ¢ stata rilevata nella gamma tra 430 e 480 nm. L'EGFP ¢ stato eccitato a 488 nm con il
laser Argon e l'emissione ¢ stata rilevata nella gamma tra 500 ¢ 560 nm. Il gain del fotomoltiplicatore e la

potenza del laser sono stati mantenuti rigorosamente costanti durante 1'acquisizione di tutte le immagini.

3.11 Analisi statistica

Tutti 1 dati sono stati espressi come medie aritmetiche = S.E.M. Per l'analisi dei dati, ¢ stato utilizzato il
software GraphPad Prism (versione 9.5.1 per Mac OS X, GraphPad Software Inc., CA, USA). Per I’analisi

statistica sono stati utilizzati lo Student t-test a due code ¢ I’ANOVA one-way seguito dal test post-hoc di

Bonferroni o di Dunnet, a seconda dei casi. Le differenze tra i dati sono state assunte come statisticamente
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significative per p<0.05 (*:p < 0.05; **:p < 0.01; ***:p <0.001). “n” corrisponde al numero di esperimenti

indipendenti.

44



4. Risultati

4.1 Il Kir2.1/KCNJ2 ¢ il canale K" a rettificazione entrante predominante nelle cellule U-87 MG

Lo screening di tutti e quindici trascritti conosciuti di Kir/KCN, effettuato con la tecnica RT-qPCR, ha rivelato
che il trascritto Kir pitt abbondante nelle cellule U-87 MG corrisponde al Kir2.1/KCNJ2. Il Kir4.1/KCNJ10 ¢
il secondo trascritto pitt abbondante, anche se 26 volte meno espresso. Sono stati rilevati livelli molto bassi dei
trascritti di Kirl.1/KCNJ1, Kir2.3/KCNJ4, Kir3.2/KCNJ6, Kir6.1/KCNIJS8, Kir3.3/KCNJ9, Kir2.2/KCNJ12,
Kir7.1/KCNIJ13, Kir2.4/KCNJ14 e Kir4.2/KCNJ15, mentre 1 trascritti di Kir3.1/KCNJ3, Kir3.4/KCNJ5,
Kir6.2/KCNJ11 e Kir5.1/KCNJ16 non sono stati riscontrati (Figura 15A). In queste cellule, le misurazioni di
patch-clamp in configurazione whole-cell, con soluzioni atte a isolare le correnti K, hanno mostrato una
grande corrente a rettificazione entrante con un potenziale di inversione di 0 mV, coerente con una corrente
selettiva allo ione K'. Questa corrente ¢ inibita da ML133, un potente inibitore del canale Kir2.1 a
concentrazioni micromolari, ma non da VU0134992, che blocca il poro-canale di Kir4.1 (Figure 15B e C).
Questi risultati mettono in luce che il principale canale K* attivo a rettificazione entrante nelle cellule U-87

MG ¢ il Kir2.1/KCNJ2.
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Figura 15. Livelli di trascritto e funzione dei canali Kir nelle cellule U-87 MG. A) I livelli di trascritto delle isoforme Kir (KCNJ) sono
stati misurati tramite RT-qPCR in cellule U-87 MG 24 h dopo la semina. I livelli di trascritto sono stati normalizzati per quelli di
POLR2A (house-keeping). Rene, corteccia frontale e tiroide sono stati utilizzati per confermare 1’efficienza dei primer. I dati
provengono dalla media di 3 replicati biologici indipendenti. B) e C) Correnti K* in cellule U-87 MG. Le singole cellule sono state
selezionate e sottoposte alla tecnica del patch-clamp, in modalita voltage-clamp, in configurazione whole-cell. 11 protocollo di
stimolazione utilizzato prevedeva incrementi di +20 mV da -120 a +40 mV, con un potenziale di holding di -60 mV. La durata di ogni
step di voltaggio era di 400 ms. Le correnti del canale Kir sono state isolate dal totale delle correnti sottraendo quelle misurate nella
stessa cellula dopo I’esposizione a 1 mM BaClz. Un sottoinsieme di cellule ¢ stato esposto a 10-20 pM di ML133 (inibitore del Kir2.1)
0 di VUO0134992 (inibitore del Kir4.1). *** p<0.001 vs I(Kir), Student’s t-test a due code per dati non appaiati. “n” si riferisce al numero
di cellule.
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4.2 Caratterizzazione del modello di aging

Per stabilire la concentrazione appropriata di D-Gal che induce uno stress ossidativo cronico, le cellule U-87
MG sono state esposte a 30 o 100 mM D-Gal per 24 h. Poiché una variazione dell’osmolarita dell’ambiente
cellulare potrebbe influenzare 1’attivita di canali e trasportatori e/o determinare una diminuzione della vitalita
cellulare (Hoffimann et al., 2009; Lang, 2007), il D-Man, uno zucchero non permeabile e non metabolizzabile
dalle cellule, ¢ stato utilizzato per ottenere un’uguale osmolarita del mezzo di coltura cellulare in campioni di
controllo. La dose 100 mM D-Gal non ha determinato una riduzione della vitalita cellulare (Figura 16A), ma
ha comportato un incremento dei livelli di TBARS (Figura 16B) e una diminuzione del contenuto dei gruppi
sulfidrilici totali (Figura 16C), denotando perossidazione lipidica e ossidazione proteica in queste cellule. Al
contrario, la dose 30 mM D-Gal non ha comportato I’aumento dello stress ossidativo. Dunque, la dose 100

mM D-Gal ¢ stata scelta per creare il modello di aging in cellule gliali.
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Figura 16. Caratterizzazione del modello di aging in cellule U-87 MG. Le cellule sono state incubate con 30 o 100 mM D-Man
(controllo) o D-Gal per 24 h. A) Vitalita cellulare; B) livelli di TBARS; C) livelli dei gruppi sulfidrilici totali. L’incubazione con 1 mM
TBHP o 2 mM N-ethylmaleimide (NEM) per 1 h ¢ stata utilizzata per ottenere una completa ossidazione lipidica o proteica,
rispettivamente (controlli positivi). ***p<0.001 vs untreated, one-way ANOVA seguito dal test post-hoc di Bonferroni (n=10).

4.3 La corrente di Kir2.1 é inibita dall’aging

L’esposizione delle cellule U-87 MG a 100 mM D-Gal per 24 h ha comportato un’inibizione quasi completa
delle correnti di Kir2.1 (Figura 17B), mentre la dose 30 mM D-Gal non ha sortito effetto (Figura 17A). Inoltre,
le correnti registrate in seguito all’esposizione delle cellule a 30-100 mM D-Man non sono statisticamente
significative rispetto a quelle registrate in cellule non trattate, escludendo la possibilita che questa inibizione
fosse dovuta all’iperosmolarita del mezzo di coltura cellulare. L’inibizione della corrente Kir2.1 ¢, dunque,

causata dall’incremento dello stress ossidativo.
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Figura 17. Effetto dose-dipendente di D-Gal sull’attivita del canale Kir2.1. Relazione densita di corrente/voltaggio (I(pA/pF)/V) delle
cellule U-87 MG non trattate o incubate per 24 h con A) 30 mM D-Man o D-Gal o B) 100 mM D-Man o D-Gal. Le singole cellule
sono state selezionate e sottoposte alla tecnica del patch-clamp, in modalita voltage-clamp e in configurazione whole-cell. Il protocollo
di stimolazione utilizzato prevedeva incrementi di +20 mV da -120 a +40 mV, con un potenziale di holding di -60 mV. La durata di
ogni step di voltaggio era di 500 ms. Le correnti del canale Kir sono state isolate dal totale delle correnti sottraendo quelle misurate
nella stessa cellula dopo 1’esposizione a 1 mM BaCla. *p<0.05 vs I(Kir2.1) 100 mM D-Gal, Student’s t-test a due code per dati non
appaiati. “n” si riferisce al numero di cellule. C) registrazioni di corrente whole-cell corrispondenti a (dall’alto): cellule non trattate,
cellule trattate con 100 mM D-Man e cellule trattate con 100 mM D-Gal.

Per confermare questi risultati, ¢ stato creato un sistema di espressione eterologo nelle cellule NIH/3T3. Le
cellule native NIH/3T3 non esprimono correnti macroscopiche di K*. Tuttavia, queste cellule hanno sviluppato
una grande corrente a rettificazione entrante 72 h dopo la trasfezione con EGFP-Kir2.1 (Figura 18 Ab). Questa
corrente presenta un potenziale di inversione di 0 mV, come previsto per una corrente selettiva allo ione K*
data dalla composizione delle soluzioni utilizzate, riflettendo le caratteristiche biofisiche della corrente a
rettificazione entrante delle cellule native U-87 MG (Figura 15B e 15C).

L’esposizione delle cellule NIH/3T3 trasfettate a 100 mM D-Gal per 24 h ha comportato, anche in questo caso,

un’inibizione quasi completa della corrente di Kir2.1 (Figura 18B).
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Figura 18. Registrazioni di corrente whole-cell (sinistra) e relazioni I((pA/pF)/V (destra) di A) cellule NIH/3T3 trasfettate per 72 h con
(a) vettore codificante per EGFP o (b) per EGFP-Kir2.1; B) cellule NIH/3T3 trasfettate per 72 h con vettore codificante per EGFP-
Kir2.1 e incubate per 24 h con (a) 100 mM D-Man o (b) 100 mM D-Gal. Le singole cellule sono state selezionate e sottoposte alla
tecnica del patch-clamp, in modalita voltage-clamp e in configurazione whole-cell. Il protocollo di stimolazione utilizzato prevedeva
incrementi di +20 mV da -120 a +40 mV, con un potenziale di holding di -60 mV. La durata di ogni step di voltaggio era di 500 ms.
*p<0.05 vs empty vector, **p< 0.01 vs [(Kir2.1) 100 mM D-Gal, Student’s t-test a due code per dati non appaiati. “n” si riferisce al
numero di cellule.

4.4 Lo stress ossidativo a breve e a lungo termine influenza differentemente I’attivita del canale Kir2.1

Per verificare se i1 residui amminoacidici del canale Kir2.1 rappresentano un bersaglio diretto dello stress
ossidativo, sono state misurate le correnti di Kir2.1 endogene (U-87 MG, Figura 19A) o ectopicamente
espresse in oociti di Xenopus laevis (Figura 19B) e in cellule HEK293T (Figura 19C) in seguito all’esposizione
a due forti specie pro-ossidanti: TBHP e la CI-T. Esse sono state perfuse insieme alla soluzione extracellulare
per 5 minuti in seguito al passaggio alla configurazione whole-cell e dopo la registrazione della corrente basale
al tempo 0 e a 5 minuti. In queste condizioni, i composti ossidanti non hanno influenzato significativamente le
correnti Kir2.1. Al contrario, I’incubazione delle cellule U-87 MG con la stessa concentrazione di TBHP per
un tempo piu prolungato (2 h) ha comportato una significativa inibizione della corrente di Kir2.1 (Figura 19D),

suggerendo che uno stress ossidativo prolungato ¢ necessario per influenzare l'attivita di Kir2.1.
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Figura 19. Effetto dell’esposizione breve e prolungata a sostanze pro-ossidanti sull’attivita del canale Kir2.1. Relazione I(pA/pF)/V di
A) cellule U-87 MG che esprimono a livello endogeno il canale Kir2.1; B) oociti di Xenopus laevis che esprimono ectopicamente il
canale Kir2.1 prima e dopo la perfusione con soluzione extracellulare contenente 1 mM TBHP per 5 minuti; C) cellule HEK293T che
esprimono ectopicamente il canale Kir2.1 prima e dopo la perfusione con soluzione extracellulare contenente 500 uM CI-T per 5
minuti; D) cellule U-87 MG che esprimono a livello endogeno il canale Kir2.1 incubate per 2 h con 1 mM TBHP. Le singole cellule
sono state selezionate e sottoposte alla tecnica del patch-clamp, in modalita voltage-clamp e in configurazione whole-cell. Il protocollo
di stimolazione utilizzato prevedeva incrementi di +20 mV da -120 a +40 mV, con un potenziale di holding di -60 mV. La durata di
ogni step di voltaggio era di 400 ms. *p<0.05 vs [(Kir2.1) 1 mM TBHP, Student’s t-test a due code per dati non appaiati. “n” si riferisce
al numero di cellule.

4.5 La melatonina ha ripristinato l'attivita del canale Kir2.1 nel modello di aging
In una serie separata di esperimenti, le cellule U-87 MG sono state incubate con 100 mM D-Gal in presenza o

assenza di 100 uM Mel. In queste cellule, Mel ha completamente ripristinato la corrente endogena di Kir2.1

(Figura 20).
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Figura 20. Effetto protettivo di Mel sull’attivita del canale Kir2.1 in cellule U-87 MG. Relazione I(pA/pF)/V in cellule U-87 MG
incubate 0 meno per 24 h con 100 mM D-Gal, in presenza o assenza di 100 pM Mel. Le singole cellule sono state selezionate e
sottoposte alla tecnica del patch-clamp, in modalita voltage-clamp e in configurazione whole-cell. Il protocollo di stimolazione
utilizzato prevedeva incrementi di +20 mV da -120 a +40 mV, con un potenziale di holding di -60 mV. La durata di ogni step di

voltaggio era di 400 ms. ** p<0.01, *** p<0.001 vs I(Kir2.1) 100 mM D-Gal, Student’s t-test a due code per dati non appaiati. “n” si
riferisce al numero di cellule.

Inoltre, Mel ha ripristinato la corrente ectopica nelle cellule NIH/3T3 inibita da 100 mM D-Gal (Figura 21A),

mentre non ha modificato 1’entita della corrente nelle cellule di controllo esposte a 100 mM D-Man (Figura

21B).
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Figura 21. Effetto protettivo di Mel sull’attivita del canale Kir2.1 in cellule NIH/3T3. Relazione I(pA/pF)/V in cellule NIH/3T3
trasfettate per 72 h con EGFP-Kir2.1 e incubate per 24 h con A) 100 mM D-Gal o B) D-Man, in presenza di 100 uM Mel o del suo
veicolo (0.1% DMSO). Le singole cellule sono state selezionate e sottoposte alla tecnica del patch-clamp, in modalita voltage-clamp e
in configurazione whole-cell. Il protocollo di stimolazione utilizzato prevedeva incrementi di +20 mV da -120 a +40 mV, con un
potenziale di holding di -60 mV. La durata di ogni step di voltaggio era di 400 ms. ** p<0.01, *** p<0.001 vs [(Kir2.1) 100 mM D-
Gal, Student’s t-test a due code per dati non appaiati. “n” si riferisce al numero di cellule.
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4.6 La melatonina ha prevenuto la formazione di ROS nel modello di aging

Per valutare se I'effetto protettivo di Mel sull'attivita di Kir2.1 ¢ correlato al buffering dello stress ossidativo, i
livelli di ROS sono stati misurati in cellule U-87 MG (Figura 22) e NIH/3T3 (Figura 23) in seguito
all’incubazione con 100 mM D-Man o D-Gal per 3-6-12-24-48-72 h, in presenza o assenza di 100 pM Mel.

Come previsto, D-Gal ha provocato un aumento significativo del contenuto dei ROS intracellulari, a partire

dalla sesta ora di incubazione, in entrambi i tipi di cellule. Al contrario, la compresenza di Mel nel terreno di

coltura ha efficacemente impedito 1'aumento dei ROS.
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Figura 22. Produzione di ROS indotta da D-Gal ed effetto protettivo di Mel nelle cellule U-87 MG. Livelli di ROS in cellule non
trattate o esposte a 100 mM D-Man, 100 mM D-Gal o D-Gal + 100 uM Mel ai tempi indicati (A-F). L’incubazione con 1 mM H20:
per 30 minuti ¢ stata utilizzata come riferimento per condizioni di elevato stress ossidativo (controllo positivo). np, non eseguito, ns,
non statisticamente significativo. *** p<0.001 vs D-Man, one-way ANOVA seguito dal test post hoc di Dunnett (n=6).
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Figura 23. Produzione di ROS indotta da D-Gal ed effetto protettivo di Mel nelle cellule NIH/3T3. Livelli di ROS in cellule non trattate
o esposte a 100 mM D-Man, 100 mM D-Gal o D-Gal + 100 pM Mel ai tempi indicati (A-F). L’incubazione con 1 mM di H202 per 30
minuti ¢ stata utilizzata come riferimento per condizioni di elevato stress ossidativo (controllo positivo). np, non eseguito, ns, non
statisticamente significativo. **p<0.01, ***p<0.001 vs D-Man, one-way ANOVA seguito dal test post hoc di Dunnett (n=6).

4.7 La melatonina ha prevenuto l'attivazione del sistema antiossidante endogeno nel modello di aging

L'attivita degli enzimi CAT e SOD del sistema antiossidante endogeno ¢ stata valutata in cellule U-87 MG e
NIH/3T3 in seguito all’incubazione per 24 h con 100 mM D-Man o D-Gal, in presenza o assenza di 100 uM
Mel. L'esposizione a D-Gal ha indotto un'attivazione significativa di CAT e SOD in entrambi i tipi cellulari,

coerente con un aumento dello stress ossidativo, che ¢ stato efficacemente prevenuto da Mel (Figura 24).
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Figura 24. Incremento dell’attivita di CAT e SOD indotta da D-Gal ed effetto protettivo di Mel. Attivita di CAT in cellule A) U-87
MG e B) NIH/3T3 e attivita di SOD in cellule C) U-87 MG e D) NIH/3T3 non trattate o esposte per 24 h a 100 mM D-Man, 100 mM
D-Gal, 100 uM Mel, o D-Gal + Mel. L’incubazione con 1 mM H20: per 30 minuti ¢ stata utilizzata come riferimento per condizioni
di elevato stress ossidativo (controllo positivo). ns, non statisticamente significativo, *p<0.05, ***p<0.001 vs D-Man, one-way
ANOVA seguito dal test post hoc di Dunnett (n=3).

4.8 La traslocazione della proteina Kir2.1 sulla membrana plasmatica non ¢ stata alterata nel modello

di aging

Per verificare se un’alterazione della traslocazione della proteina sulla membrana potrebbe contribuire alla
riduzione dell’attivita del canale Kir2.1 osservata dopo l'esposizione a D-Gal, ¢ stata effettuata la co-
localizzazione di EGFP-Kir2.1 e della membrana plasmatica tramite microscopia confocale nelle cellule
NIH/3T3 esposte a 100 mM D-Man o D-Gal in presenza di 100 pM Mel o del suo veicolo (0.1% DMSO). In
queste cellule, il canale Kir2.1 ha mostrato una localizzazione predominante sulla membrana plasmatica, con
una parziale ritenzione all'interno dei compartimenti subcellulari. In ogni caso, i parametri di co-localizzazione
non hanno rilevato una differenza statisticamente significativa che rifletta una traslocazione alterata di EGFP-

Kir2.1 sulla membrana plasmatica nelle condizioni testate (Figura 25).
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Figura 25. Co-localizzazione di Kir2.1 e della membrana plasmatica nelle cellule NIH/3T3. A) da sinistra a destra: segnale fluorescente
di EGFP-Kir2.1 (verde) e della membrana plasmatica (magenta) nelle cellule NIH/3T3 vive, corrispondente immagine di fusione e
scatter plot. I pixel bianchi indicano la co-localizzazione tra i due segnali. Le cellule sono state trasfettate per 72 h e incubate per 24 h
con 100 mM D-Man o 100 mM D-Gal in presenza di 100 uM Mel o del suo veicolo (0.1% DMSO). Barra di scala: 25 um; B) parametri
di co-localizzazione di EGFP-Kir2.1 e della membrana plasmatica. “n” si riferisce al numero di cellule. I dati sono stati analizzati con
one-way ANOVA seguito dal test post-hoc di Bonferroni. Non sono state riscontrate differenze significative tra i set di dati.

Poiché una parziale ritenzione all'interno dei compartimenti subcellulari osservata nelle cellule NIH/3T3
potrebbe aver mascherato sottili differenze nella localizzazione di EGFP-Kir2.1 tra le diverse condizioni,
esperimenti simili sono stati condotti nelle cellule HeLa. In queste cellule, EGFP-Kir2.1 ha mostrato una
localizzazione predominante sulla membrana plasmatica. Tuttavia, anche in questo caso, il possibile effetto di

D-Gal nella riduzione del targeting del Kir2.1 sulla membrana plasmatica non ¢ stato riscontrato (Figura 26).
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Figura 26. Co-localizzazione di Kir2.1 e della membrana plasmatica nelle cellule HeLa. A) da sinistra a destra: segnale fluorescente
di EGFP-Kir2.1 (verde) e della membrana plasmatica (magenta) nelle cellule HeLa vive, corrispondente immagine di fusione e scatter
plot. I pixel bianchi indicano la co-localizzazione tra i due segnali. Le cellule sono state trasfettate per 72 h e incubate per 24 h con
100 mM D-Man o 100 mM D-Gal. Barra di scala: 25 um; B) parametri di co-localizzazione di EGFP-Kir2.1 e della membrana
plasmatica. “n” si riferisce al numero di cellule. I dati sono stati analizzati con one-way ANOVA seguito dal test post-hoc di Bonferroni.
Non sono state riscontrate differenze significative tra i set di dati.

4.9 La melatonina ha impedito la riduzione dei livelli della proteina Kir2.1 nel modello di aging

Per verificare se I’alterazione dell'attivita del canale Kir2.1, osservata dopo l'esposizione a D-Gal, potrebbe
essere dovuta ad una riduzione del trascritto e/o della proteina Kir2.1, i livelli del trascritto di Kir.2.1 sono stati
misurati tramite RT-qPCR in cellule U-87 MG non trattate o esposte a 100 mM D-Man o D-Gal. Non ¢ stata
riscontrata nessuna variazione significativa nei livelli di trascritto di Kir.2.1 in queste cellule, rendendo cosi
improbabile un effetto di D-Gal sulla trascrizione dell’'mRNA o sulla sua stabilita (Figura 27A). I livelli della
proteina Kir2.1 sono stati misurati tramite Western blotting (Figura 27B) e imaging quantitativo (Figura 28)
nelle cellule NIH/3T3 trasfettate con EGFP-Kir2.1 ed esposte a 100 mM D-Man o D-Gal in presenza di 100
uM Mel o del suo veicolo (0.1% DMSO). E interessante notare che una significativa riduzione dei livelli di

proteina Kir2.1 ¢ stata riscontrata in cellule esposte a D-Gal, efficacemente impedita dall’azione di Mel.
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Figura 27. Cambiamenti indotti da D-Gal nei livelli di trascritto e/o di proteina Kir2.1 ed effetto protettivo di Mel. A) Livelli di mRNA
Kir2.1 in cellule U-87 MG non trattate o incubate per 24 h con 100 mM D-Man o 100 mM D-Gal. Rene, corteccia frontale e tiroide
sono stati utilizzati per confermare I'efficienza del primer. I dati provengono da 3-4 replicati biologici indipendenti. B) Blot originale
(in alto) e densitometria (in basso) dei livelli di proteina EGFP-Kir2.1 in cellule NIH/3T3 trasfettate per 72 ore e incubate per 24 h con
100 mM D-Man o 100 mM D-Gal in presenza di 100 uM Mel o del suo veicolo (0.1% DMSO). *p<0.05, **p<0.01, one-way ANOVA
seguito dal test post hoc di Bonferroni (n=6). I dati provengono dalla media di quattro replicati biologici indipendenti.
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Figura 28. Livelli della proteina Kir2.1 in cellule NIH/3T3 di controllo o trattate con D-Gal. A) Da sinistra a destra: segnale
fluorescente di DAPI (ciano) e di EGFP-Kir2.1 (verde), immagine corrispondente in campo chiaro e immagine di fusione. Le cellule
sono state trasfettate per 72 h e incubate per 24 h con 100 mM D-Man o 100 mM D-Gal. Barra di scala: 50 um; B) Intensita della
fluorescenza di EGFP-Kir2.1 normalizzata per la densita cellulare. *p<0.05, Student’s t-test a due code per dati non appaiati. n=18,

[T}

dove “n” si riferisce al numero dei campi di imaging.
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5. Discussione

L'epilessia ¢ una malattia cronica del cervello la cui prevalenza e incidenza aumentano con l'etd (Ramsay et
al., 2004; Tanaka et al., 2013; Qi et al., 2022). Lo stress ossidativo & considerato un fattore determinante nella
patogenesi dell'epilessia e dell'epileptogenesi, in combinazione con la neuroinfiammazione, specialmente
durante l'invecchiamento (Borowicz-Reutt and Czuczwar, 2020; Fabisiak and Patel, 2022). Tuttavia, non sono
stati del tutto chiariti i meccanismi molecolari attraverso cui lo stress ossidativo predispone e altera la funzione
cerebrale durante 1’epilessia; ad esempio, non ¢ chiaro il ruolo dei canali ionici implicati nel meccanismo di
spatial buffering dello ione K* durante l'invecchiamento.

Il processo di spatial buffering dello ione K ¢ affidato all’attivita dei canali Kir a rettificazione entrante. Nelle
cellule gliali di Miiller della retina, i canali Kir2.x mediano la dispersione dell’eccesso locale di ioni K*
extracellulari attraverso il sincizio gliale. Questo processo richiede I'attivita concertata di canali a rettificazione
forte, come Kir2.1, che media I'afflusso di K" nelle cellule gliali, e di canali a rettificazione debole, come
Kir4.1, che riversa ioni K* nell’ambiente extracellulare, in siti a minore concentrazione di K™ (Newman, 1993,
Kofuji and Newman, 2004; Kofuji et al., 2002). Lo spatial buffering, rimuovendo K* dall’ambiente
extracellulare, previene la depolarizzazione neuronale e l'ipereccitabilita. Gli astrociti svolgono un ruolo
fondamentale in questo contesto (Walz, 2000; Chen, 2000), esprimendo canali Kir2.x, incluso Kir2.1. Il
processo di buffering di K* ¢ inficiato nel contesto epilettico, a causa di un’alterazione dell’assorbimento di
K* mediato dai canali Kir a livello astrocitario (de Lanerolle and Lee, 2005; Steinhauser et al., 2012; Wang et
al., 2020). Infatti, ¢ stata riscontrata una diminuzione dell’espressione e della funzione del canale Kir2.1 in un
modello murino di epilessia da complesso della sclerosi tuberosa (Jansen et al., 2005). Al contrario, negli
astrociti dell’ippocampo (Schrdder et al., 2002) i canali Kir2.1 sono drammaticamente up-regolati da
convulsioni indotte dall'acido kainico (Kang et al., 2008), presumibilmente come meccanismo di adattamento
protettivo. Questi risultati supportano un ruolo chiave del Kir2.1 nel buffering gliale di K* e, di conseguenza,
nella patogenesi dell’epilessia.

Gli esperimenti presenti in questo elaborato sono stati condotti utilizzando una linea cellulare gliale, in
particolare le U-87 MG che esprimono in maniera endogena i canali Kir. Inizialmente, ¢ stato individuato il
trascritto Kir piu abbondante tra i quindici conosciuti; 1 risultati ottenuti mostrano che il Kir2.1 ¢ il principale
trascritto in queste cellule, seguito dal Kir4.1 (Figura 15A). Gli esperimenti condotti mediante tecniche di
elettrofisiologia evidenziano la presenza di una corrente selettiva allo ione K* a rettificazione entrante, che
viene inibita da ML133, un potente inibitore del canale Kir2.1, ma non da VU0134992, inibitore del Kir4.1
(Figura 15B e 15C). Dunque, il principale canale Kir presente nelle cellule U-87 MG corrisponde all’isoforma
Kir 2.1.

Per la creazione di un modello di aging neurogliale, le cellule U-87 MG sono state esposte per 24 h a 30 o 100

mM D-Gal. L'effetto del D-Gal si espleta in virtu del suo metabolismo all'interno della cellula. Infatti, esso
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puo essere ridotto dall’enzima galattosio reduttasi per formare galactitolo, che induce stress osmotico e
disfunzione mitocondriale. In alternativa, il D-Gal puod essere ossidato dall’enzima galattosio ossidasi per
formare H,O,, provocando un'alterazione dell'omeostasi redox e l'attivazione della NADPH ossidasi. Questi
processi comportano I'aumento dello stress ossidativo e l'attivazione delle vie infiammatorie, condizioni tipiche
dell'invecchiamento e delle patologie ad esso correlate. La dose e il tempo di somministrazione di D-Gal
variano in base al citotipo considerato (Azman and Zakaria., 2019).

Le cellule U-87 MG incubate con 100 mM D-Gal mostrano un incremento dei marcatori di stress ossidativo
(TBARS e livelli dei gruppi sulfidrilici, Figure 16B e 16C) e I’inibizione della corrente Kir2.1 (Figure 17B);
al contrario, la dose pari a 30 mM non ha indotto alcuna variazione dei parametri ossidativi o funzionali
considerati. Di conseguenza, la dose 100 mM risulta idonea per la creazione di un modello di invecchiamento
neurogliale in vitro e, pertanto, ¢ la concentrazione scelta per tutti gli esperimenti successivi. Questi primi
esperimenti supportano un nesso causale tra 1’aumento dello stress ossidativo e la soppressione dell'attivita di
Kir2.1.

I risultati ottenuti sono stati riprodotti in un sistema eterologo di cellule NIH/3T3 in seguito all’espressione
ectopica di Kir2.1 (Figura 18A e 18B) mostrando, anche in questo caso, un’inibizione della corrente in seguito
all’esposizione di queste cellule a 100 mM D-Gal. In entrambe le linee cellulari, i livelli di ROS sono aumentati
a partire da 6 h dopo 1'esposizione al D-Gal, con un picco massimo dopo 12-24 h (Figure 22 e 23). Lo stress
ossidativo conseguente si traduce non solo in un aumento della perossidazione lipidica e dell’ossidazione
proteica, ma anche nell’incremento dell’attivita degli enzimi antiossidanti endogeni (CAT e SOD, Figura 24).
Di conseguenza, il Kir2.1 puo essere considerato un potenziale bersaglio dei ROS generati in questo modello
di aging. L'inibizione del Kir2.1 astrocitario mediata dallo stress ossidativo potrebbe compromettere il
meccanismo di spatial buffering dello ione K*, contribuendo al processo di epileptogenesi e/o epilessia durante
l'invecchiamento.

Per comprendere il meccanismo alla base della perdita della funzione di Kir2.1 ¢ stato verificato se lo stress
ossidativo indotto dall’aging avesse un effetto diretto sul canale. Infatti, ¢ ampiamente dimostrato che
l'ossidazione diretta delle catene laterali amminoacidiche, in particolare dei residui di cisteina e metionina, pud
modificare profondamente I'attivita dei canali ionici (Hoshi and Heinemann, 2001; Annunziato et al., 2002;
Gradogna et al., 2017). Ad esempio, uno studio di Liu e Gutterman (2002) ha evidenziato che la produzione
di specie reattive puo modulare 1’attivita di diversi canali per lo ione K*, come i canali BKc,, Karp € Kv, la cui
attivita ¢ incrementata o, al contrario, soppressa (per i Kv) in condizioni di stress ossidativo (Liu and
Gutterman, 2002)

Sorprendentemente, negli esperimenti condotti, 1'esposizione acuta delle cellule che esprimono Kir2.1
endogeno o ectopico a forti sostanze pro-ossidanti non ha modificato le correnti Kir2.1 rispetto alle condizioni
di controllo (Figure 19A, 19B e 19C), denotando che la proteina Kir2.1, completamente ripiegata e incorporata

correttamente nella membrana plasmatica, € resistente al danno funzionale da ossidazione diretta (Figura 16B).
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Al contrario, I'esposizione prolungata ad un composto pro-ossidante ha comportato una significativa riduzione
della corrente (Figura 19D), indicando che alla base dell’inibizione potrebbero essere coinvolti meccanismi
post-trascrizionali e/o post-traduzionali. Infatti, uno studio recente di Canella e collaboratori (2023) ha
mostrato che 1’inibizione dell’attivita del canale BK indotta dall’esposizione all’ozono era mediata da
modifiche post-traduzionali che comprendevano la formazione di addotti di natura proteica. Un altro studio
condotto da Kodama e collaboratori (/996) ha evidenziato che 1’esposizione acuta di cellule ventricolari
all’amiodarone (un farmaco antiaritmico), ha determinato una diminuzione della corrente al K* a causa di una
riduzione significativa dei livelli di mRNA del canale Kv1.5. Tuttavia, i livelli di trascritto Kir2.1 nelle cellule
U-87 MG esposte a D-Gal non sono stati alterati rispetto a quelli misurati nelle cellule di controllo (Figura
28A), escludendo I’effetto diretto dello stress ossidativo sui livelli di mRNA e/o sul macchinario trascrizionale.
Diversi studi hanno dimostrato che un difetto a carico della traslocazione dei canali ionici sulla membrana
plasmatica puo contribuire all’alterazione dell’attivita di questi canali. Ad esempio, nelle cellule SH-SYS5Y
sottoposte ad una condizione di ipossia continua si assiste ad una diminuzione dell’espressione in membrana
¢ ad una minore conduttanza del canale hERG, processo mediato dall’accumulo di ROS (Vaddi et al., 2019).
Tuttavia, nelle nostre condizioni, la traslocazione del Kir2.1 sulla membrana plasmatica non ¢ stato influenzato
dall’esposizione al D-Gal (Figure 25 e 26). Al contrario, i livelli della proteina Kir2.1 risultano sostanzialmente
ridotti rispetto alle condizioni di controllo nel sistema di espressione ectopica in seguito all’esposizione delle
cellule al D-Gal (Figure 27B e 28). Di conseguenza, ’inibizione della corrente Kir2.1 in questo modello di
aging neurogliale ¢ attribuibile alla sostanziale riduzione dei livelli totali della proteina Kir2.1, probabilmente
mediata dall’aumento di stress ossidativo. Questo risultato ¢ in accordo con Jin e coautori (2020), i quali hanno
dimostrato che 1’esposizione di cellule muscolari lisce al metilgliossale, composto noto per indurre stress
ossidativo (7Todoriki et al., 2022), induce una diminuzione dell’espressione del canale Karp, riducendone
’attivita.

Alla luce dei risultati ottenuti, lo stress ossidativo puo essere considerato uno degli agenti causali della perdita
della funzione del canale Kir2.1 durante I’invecchiamento. Questa evidenza ¢ confermata dall’azione
antiossidante di Mel. Difatti, Mel previene la riduzione della corrente Kir2.1 endogena o ectopica causata dal
D-Gal (Figure 20 e 21A), ripristinandola a condizioni di controllo. L’effetto benefico di Mel ¢ da ricercare
nelle sue proprieta antiossidanti dirette e indirette. La melatonina ha un’azione diretta nei confronti dello stress
ossidativo, agendo da forte scavenger dei radicali liberi, testimoniata dall’effetto preventivo sulla formazione
di ROS (Figure 22 e 23). Inoltre, Mel agisce indirettamente supportando il sistema antiossidante endogeno,
mediante la riduzione dei livelli di ROS e, di conseguenza, garantendo I’attivita fisiologica degli enzimi CAT
e SOD (Figura 24). Il miglioramento della condizione ossidativa cellulare si riflette sui livelli di proteina
Kir2.1, che vengono totalmente ripristinati dal trattamento con I’antiossidante (Figura 27B). L’effetto
antiossidante di Mel a concentrazioni farmacologiche ¢ stato evidenziato in alcuni studi precedenti, in cui la

dose 100 uM (23 pg/mL) ha prevenuto le alterazioni funzionali dello scambiatore anionico SLC4A1 causate
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dallo stress ossidativo (Morabito et al., 2019; Morabito et al., 2020). Considerando che Mel si accumula a
livello delle membrane cellulari (Venegas et al., 2012), le concentrazioni locali nell'ordine di grandezza di
pochi pg/mL appaiono realistiche in un contesto clinico. In accordo con i dati presentati in questo elaborato,
diversi studi hanno dimostrato che Mel possiede proprieta neuroprotettive nel contesto dell’epilessia umana e
di vari modelli animali. Ad esempio, Mel ha mostrato effetti benefici in modelli animali di crisi epilettiche
indotte dal ferro (Kabuto et al., 1998), dalla penicillina (Yildirim et al., 2006), dal pentilentetrazolo (Solmaz et
al., 2009) e dal kainato (Ichekalarova et al., 2013). Altri studi clinici supportano I'uso di Mel come coadiuvante
delle terapie farmacologiche per migliorare la frequenza o la gravita delle convulsioni (Maghbooli et al., 2023,

Verma et al., 2021).

6. Conclusioni e prospettive future

Lo stress ossidativo correlato all’invecchiamento altera la funzione e I’espressione del canale Kir2.1 nel
modello di aging neurogliale proposto; I’effetto protettivo di Mel si esplica in virtu della sua potente azione
antiossidante, che previene i cambiamenti ossidativi responsabili della perdita di funzione del canale.
Dunque, in questo elaborato si propone una nuova modulazione del canale Kir2.1 in condizioni di stress
ossidativo. L'inibizione ossidativa dell’attivita di Kir2.1 nella glia neuronale potrebbe alterare il meccanismo
di spatial buffering extracellulare dello ione K" e contribuire al processo di epileptogenesi durante
l'invecchiamento. In questo contesto, Mel svolge un ruolo protettivo nel prevenire i danni molecolari e
funzionali indotti dallo stress ossidativo, ripristinando completamente la conduttanza del Kir2.1. Questi
risultati dimostrano che I’utilizzo di Mel nel contesto dell’epilessia rappresenta uno strumento utile a chiarire
i meccanismi molecolari sottostanti la patologia e apre la strada alla formulazione di nuove strategie
terapeutiche che possano contrastare il processo di epileptogenesi e astrogliosi.

Si rendono necessari ulteriori studi per chiarire ulteriormente i meccanismi fisiopatologici alla base della
diminuzione dell’espressione della proteina Kir2.1. Ad esempio, ¢ ben stabilito che lo stress ossidativo puo
causare la perdita della struttura secondaria o terziaria della proteina, pregiudicandone il corretto ripiegamento
¢ la stabilita (Dahl et al., 2015, Chong et al., 2017); le proteine misfolded subiscono una degradazione
accelerata tramite diversi meccanismi, come il sistema ubiquitina-proteasoma, regolato dallo stress ossidativo
(Ciechanover et al., 2015, Shang and Taylor, 2011; Gomes-Marcondes and Tisdale, 2002). Pertanto, in questo
contesto ¢ stato riportato che Mel puo alleviare lo stress ossidativo del reticolo endoplasmatico e 'accumulo
di proteine poliubiquitinizzate, migliorando quindi il ripiegamento e la stabilita delle stesse (Aouichat et al.,
2021; Fan et al., 2020; Shin et al., 2022). E altamente probabile che un meccanismo simile si sia verificato

anche in questo modello sperimentale.
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