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Il dolore e adattivo, perché ci avverte di un danno imminente, ma il dolore cronico é
disadattivo e costituisce una necessita medica globale non sufficientemente trattata.

| nocicettori sono quei neuroni sensoriali specializzati nella rilevazione di stimoli nocivi
(quegli stimoli che possono causare lesioni tissutali). Normalmente presentano una soglia
alta di attivazione, ma le lesioni nervose, linflammazione dei tessuti o le malattie
genetiche causano la sensibilizzazione di questi nocicettori che possono portare a dolore
cronico. Comprendere le basi molecolari dell'eccitabilita di questi neuroni e il modo in cui
rispondono a malattie o lesioni &€ fondamentale per lo sviluppo di farmaci nuovi e piu
efficaci per il trattamento del dolore. | test preclinici delle terapie sperimentali sui loro
bersagli affini nel tessuto nervoso umano sono ugualmente importanti poiché possono
esistere delle differenze specie-specifiche nelle proprieta di questi target.

Attuali approcci sperimentali per lo studio del dolore

Lo sviluppo di nuovi trattamenti efficaci per il dolore é stato ostacolato da molteplici fattori,
che devono essere affrontati per colmare il divario tra la conoscenza preclinica di base e
la sua traduzione nella clinica. Gli studi sugli animali sono stati preziosi per chiarire il ruolo
di molecole e circuiti specifici nella trasduzione e trasmissione di stimoli nocicettivi e per
studi farmacologici preclinici in vivo [27], ma i test paradigmatici di rilevazione del dolore
sono riconosciuti come un impedimento per il successo dello sviluppo di un farmaco
clinicamente utile [36]. Sono stati sviluppati nuovi paradigmi per testare negli animali il
comportamento relativo al dolore al fine di ottenere risultati piu rilevanti dal punto di vista
traslazionale [31; 40]. Un altro ostacolo sono le differenze specie-specifiche a livello
molecolare e funzionale di diversi bersagli di nuovi farmaci sperimentali [5; 11-13; 16; 29;
33; 41]. Pertanto, la sperimentazione di farmaci sperimentali in modelli cellulari umani € un
"ponte" verso il trasferimento nella pratica clinica [28].



Neuroni sensoriali derivati da cellule staminali pluripotenti indotte

L'uso di cellule umane, inclusi i neuroni dei DRG (gangli delle radici dorsali), negli studi
preclinici su farmaci sperimentali ha il vantaggio di valutare il coinvolgimento del bersaglio
e l'efficacia dei farmaci nel background cellulare nativo. Sebbene vi sia un crescente
interesse nell’adottare I'utilizzo di neuroni DRG umani nei test cellulari, & ancora difficile
ottenere neuroni DRG nativi su larga scala per un uso diffuso negli studi preclinici [28] e
poiché questi sono post mitotici non sono suscettibili di ingegneria genetica, o espansione
del genoma, su larga scala. Lo sviluppo di un approccio per differenziare i neuroni
sensoriali da cellule staminali pluripotenti indotte (iPSC-SN) [2] ha fornito una piattaforma
tecnologica per la comprensione della fisiopatologia della malattia, inclusi i meccanismi del
danno neuronale e dell'ipereccitabilita, lo sviluppo di analisi su base cellulare per lo
screening e la convalida di nuovi farmaci, prima di intraprendere costose sperimentazioni
cliniche, e per l'identificazione e la convalida di biomarcatori, o per le iPSC-SN perché
fungano da biomarcatori di malattia di per sé [22; 32].

iPSC-SN per studiare i meccanismi della malattia

Le iPSC conservano il background genetico e il meccanismo trascrizionale nativo degli
individui [14; 30; 39], consentendo cosi studi meccanicistici di malattie che non sono
soggetti a potenziali artefatti che potrebbero derivare da sistemi di sovraespressione o da
studi su animali transgenici. L'iPSC-SN specifico per il paziente fornisce un modello di
dolore cosiddetto "disease-in-a-dish", i cui migliori esempi provengono dagli studi sulle
sindromi dolorose correlate ai canali Nav1.7 nell'eritromelalgia ereditaria (IEM) e
sull'insensibilita congenita al dolore (CIP) [1; 19; 21; 23; 38]. Alcuni studi hanno dimostrato
che gli iPSC-SN specifici del paziente che trasportano mutazioni del guadagno di funzione
nel canale Nav1.7 sono piu eccitabili rispetto a quelle dei soggetti di controllo [1; 21; 23],
risultato coerente con I'aumento del dolore sperimentato dai portatori di queste mutazioni.
Al contrario, gli iPSC-SN di pazienti con CIP correlata a Nav1.7 hanno mostrato
un'eccitabilita inferiore rispetto a quella delle linee di controllo. E importante sottolineare
che l'eccitabilita & stata normalizzata quando una delle mutazioni & stata corretta
utilizzando I'editing genomico CRISR-Cas9 [19]. Altri esempi di iPSC-SN paziente-specifici
utilizzati per studiare i meccanismi del dolore includono I'emicrania [26] e una serie di
diversi tipi di neuropatia, come la neuropatia delle piccole fibre (NPF) e la malattia di Fabry
[15].

La NPF & frequentemente associata all'esordio, nell'eta adulta, di una riduzione del
numero di fibre nervose intraepidermiche nella pelle e ai sintomi clinici di dolore cronico di
natura bruciante. E stata collegata a varianti nei canali del sodio voltaggio-dipendenti [9] e
gli iPSC-SN sono un modello utile per studiare gli effetti di queste varianti sull'eccitabilita
neuronale [25] e studiare, potenzialmente, il legame tra la funzione cellulare e la perdita
anatomica delle fibre nervose. La neuropatia sensoriale ereditaria di tipo-1 (HSN-1) € una
neuropatia dolorosa che colpisce in particolare le piccole fibre ed € dovuta a mutazioni
eterozigote nel gene SPTLC1. Cid porta a un alterato metabolismo degli sfingolipidi e alla
produzione di desossisfingobasi tossiche (DSB). DSB elevate sono rilevabili negli iPSCd-
SN umani da pazienti con HSN1 insieme a una ridotta produzione di gangliosidi
complessi, degenerazione degli assoni e ipereccitabilita. Questi sono stati quindi utilizzati
per testare la terapia modificante la malattia e Il'aggiunta di serina, che riduce la
produzione di DSB, potrebbe prevenire molti di questi cambiamenti [3].

iPSC-SN per la medicina personalizzata

Lo sviluppo di iPSC-SN paziente-specifici offre I'opportunita di testare la risposta di questi
neuroni a trattamenti farmacologici particolari. L'attenuazione dell'eccitabilita degli iPSC-
SN del paziente in risposta al test con un farmaco specifico suggerirebbe il coinvolgimento
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del bersaglio in vivo e l'aspettativa che un paziente possa trarre beneficio da tale
trattamento, mentre una scarsa risposta dei neuroni in vitro suggerirebbe che il
trattamento del paziente con questo farmaco potrebbe non essere efficace. Questa &
I'essenza della medicina personalizzata che riduce la necessita di un approccio al
trattamento per tentativi ed errori. C'é un piccolo numero di casi che utilizzano iPSC-SN
specifici per il paziente in cui i principi di questo approccio di medicina personalizzata
sembrano essere stati soddisfatti [1; 25]. Sebbene questo approccio possa essere utile in
piccoli studi clinici, la generazione e la manutenzione degli iPSC-SN é laboriosa e costosa
e quindi deve essere ampliata e automatizzata al meglio prima che questi possano essere
utili per un'applicazione diffusa in clinica.

iPSC-SN: substrato genetico per identificare nuovi bersagli per lo sviluppo di
farmaci

Fatta eccezione per i casi di CIP, la risposta al dolore a uno stimolo nocivo € universale,
tuttavia I'esperienza a livello individuale & variabile. Questa variabilita interindividuale in
risposta allo stesso stimolo & correlata a fattori genetici ed epigenetici [4; 6; 17; 24; 42].

| parallelismi tra dolore e ipereccitabilita degli iPSC-SN specifici per il paziente potrebbero
fornire l'opportunita di scoprire i geni modificatori che contribuiscono all'esperienza del
dolore individuale. Studi recenti hanno sfruttato la disponibilita di membri ben fenotipizzati
della stessa famiglia con disturbo doloroso da eritromelalgia ereditaria dovuto alle stesse
mutazioni S241T o F1449V del guadagno di funzione Nav1.7, che manifestano differenze
distinte nelle caratteristiche salienti del dolore [10; 20; 38] per stabilire e validare il modello
“pain-resilience-in-a-dish’, che sta iniziando a identificare i geni modificatori che
conferiscono differenze interindividuali nell'eccitabilita neuronale, che in questi soggetti
possono contribuire alle differenze nella percezione del dolore [38] 23; 38]. Lo screening
imparziale dell'intero esoma e le analisi in silico hanno identificato varianti in Kv7.2 e Kv7.3
nel soggetto resiliente, e i test funzionali hanno fornito prove del ruolo di queste varianti
nella regolazione dell'eccitabilita degli iPSC-SN, a sostegno della presenza di una
componente periferica per la resilienza al dolore e suggerendo che il targeting dei canali
Kv7 pud essere una strada efficace per il trattamento del dolore. Sebbene i canali Kv7
siano bersagli stabiliti negli studi sul dolore e gli attivatori del canale Kv7.2/Kv7.3
attenuano le risposte nocicettive nei modelli animali di dolore [7; 35], ulteriori geni
modificatori sono senza dubbio coinvolti nella risposta integrata di questi soggetti allo
stimolo doloroso. Questo approccio cellulare autonomo pud portare all'identificazione di
ulteriori geni modificatori e quindi a nuovi bersagli per lo sviluppo di farmaci.

Conclusioni

Gli iPSC-SN specifici del paziente hanno fornito un potente sistema cellulare autonomo
per correlare l'eccitabilita di questi neuroni con il fenotipo del dolore nei pazienti e per
testare la risposta a farmaci o ad altri approcci terapeutici, il che aumenta il valore di questi
dati preclinici per ulteriori sviluppi clinici reagenti sperimentali. Tuttavia, gli iPSC-SN non
riflettono completamente I'eterogeneita dei neuroni DRG umani [8; 22], nonostante un
rapporto secondo il quale condividono I'80% delle trascrizioni trovate nei neuroni DRG
umani adulti [37]. Inoltre, gli attuali protocolli di differenziazione non hanno avuto successo
nel generare in modo riproducibile lintero complemento di componenti
dell'elettrogenosoma che & presente nei neuroni nativi [8]. Nonostante queste limitazioni,
gli studi in vitro su iPSC-SN e sui neuroni DRG umani (quando disponibili) hanno gia fatto
avanzare la nostra comprensione delle basi cellulari della fisiopatologia del dolore e
promettono di migliorare le possibilita di tradurre con successo i dati preclinici sui farmaci
sperimentali nell'uso clinico.



Esistono approcci promettenti per affrontare queste limitazioni e migliorare I'utilita delle
iPSC negli studi preclinici. Le co-colture di iPSC-SN e del tessuto cutaneo derivato da
iPSC porteranno a un sistema sperimentale “organ-in-a-dish”. Altri interessanti progressi
includono il trapianto di iPSC umane nei DRG di roditori in vivo [34] e la crescita di
organoidi DRG [18], entrambi per sfruttare I'ambiente micronico al fine di differenziare i
neuroni sensoriali umani in un ambiente piu nativo. Pertanto, prevediamo che l'uso di
iPSC specifiche del paziente rappresenti un progresso significativo nel campo, che aiutera
a colmare il divario traslazionale tra la conoscenza preclinica e lo sviluppo di analgesici
efficaci.
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