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' \\’ L’attivita che abbiamo svolto

La verifica dell’effetto antinfiammatorio dell’acido
grasso DHA sulle cellule della microglia

dalla teoria............ . alla pratica

 Metodo scientifico

* Microglia
 (Osservazione

* Ricerca dei metaboliti

 Immunofluorescenza
e PCR
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Il Metodo Scientifico

* |'acido grasso DHA possiede proprieta immunomodulatorie

e || polisaccaride LPS induce I'attivazione della microglia
Osservazione

e L'esposizione di cellule della microglia al DHA potrebbe ridurre la loro attivita infiammatoria in risposta all'LPS

e Colture cellulari

e Analisi Metaboliti (NO,)

e Immunofluorescenza

e Quantificazione dell’'mRNA responsabile della risposta infiammatoria (Real Time PCR)

Sperimentazione

* Dopo aver analizzato i dati, abbiamo verificato I'esattezza dell’ipotesi
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La Microglia

Le cellule della microglia sono la principale categoria di cellule del sistema
immunitario presenti nel sistema nervoso centrale

La loro funzione e quella di rilevare e fagocitare le minacce per il cervello,
come batteri, cellule danneggiate, ecc.

In caso di eccessiva attivita essa puo causare patologie neurodegenerative,
come SLA, Alzheimer, Parkinson, Sclerosi Multipla

.

Stato di allerta
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O-specific polysaccharide chain

Q-gpecific
oligosaccharide
subunit

DHA

Il DHA, o acido docosaesaenoico e un acido
grasso omega-3 che presenta proprieta
immunomodulatorie

LPS

Core glycolipid LPS, o lipopolisaccaride, € un
componente della membrana
esterna di una famiglia di

: batteri, con effetto immuno-

(outer)  (inner) attivante

core ofgosaccharide
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CTR: cellule in terreno di coltura senza
nessun trattamento, dunque in stato di
quiescenza

LPS: cellule in terreno di coltura che
reagiscono alla presenza dell’LPS.

Si nota il cambiamento morfologico delle
cellule

LPS+DHA: cellule in terreno di coltura
trattate con LPS e DHA.

La morfologia richiama quella del campione
di controllo indicando una minore attivita
inflammatoria
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Analisi dei metaboliti (NO)

Le cellule della microglia in stato attivo rilasciano ossido di azoto (NO).
Attraverso la reazione di Griess abbiamo ricavato le concentrazioni di nitriti

nelle colture cellulari

La reazione di Griess, sfrutta la Concentrazione Nitriti
presenza di HNO, libero (prodotto 18,00 -
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Immunofluorescenza

Tecnica attraverso la quale si rileva lo stato attivato della cellula, sfruttando
composti fluorescenti (fluorocromi) legati ad anticorpi (anti-IBA1, anti-ED1)
che a loro volta riconoscono le proteine IBA1, ED1

HOECHST: colorante vitale

nucleare che si lega al DNA CTR
IBA1: proteina espressa
dalla microglia
ED1: proteina LPS
specifica delle cellule
della microglia
attivate
LPS+
DHA .
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PCR (Reazione a catena della polimerasi)

Tecnica utilizzata per amplificare sequenze note di acidi nucleici, partendo

dall’estrazione dell’lRNA dalle cellule

/ Poly A tail

RNA 5’ ARAA.. 3° mRNA
Reverse
) l tmnscripmsc/
Primers )
5 AMAA... 3" mRNA
TITT 5" DNA primer (oligo dT)
MRNA Reverse l
~4— transcription
. . 5 AMAR.. 37 mRNA
Retrotrascrizione 3 TITT. 5 cDNA
cDNA l
3 TIIY 5 cDNA
Real Time PCR i
s 3 2. cDNA
Quantita -

DNA
codificante
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Real Time PCR

Tecnica utilizzata per quantificare la sintesi dell’enzima iNOS, a partire dal

cDNA, per mezzo di primers specifici dell'iNOS

INOS: enzima sintetizzato dalla microglia attivata
che produce NO 25000

Amplification Plot

100
20000

15000

0.1

ARN

0.01

iNOS mRNA
(incremento vs. ctr)

10000

0.001 LR L0

0.0001 -

5000

0.00001

0.000001

Leagend
A B Mic Mip ME Hr Hc HH

iINOS

19.779

1.580

! ]

ctr lps lps+dha



BC25: La Microglia: scultore e guardiano del cervello

=\
/ ‘g N
%y

Conclusioni
\
el'esposizione di cellule della microglia al DHA potrebbe ridurre la
loro attivita inflammatoria in risposta all'LPS
\

|l DHA riduce l'attivita infiammatoria della microglia, riducendo la
sintesi dell’enzima iNOS ed il rilascio dell’ossido di azoto (NO)
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Il nostro percorso in ISS............lo abbiamo vissuto cosi
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