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SOMMARIO

Il brain derived neurotrophic factor (BDNF) fa parte della
famiglia delle neurotrofine a cui appartengono anche il fattore di
crescita neuronale (GNF), la neurotrofina-3 (NT-3) e la neurotrofina-
4/5 (NT 4-5). E una proteina omodimerica di 25 KDa
abbondantemente presente nel sistema nervoso centrale e periferico,
soprattutto al livello dell'ipotalamo, dell’ippocampo, della corteccia
cerebrale (in particolare nel lobo temporale e occipitale, nell’insula e
nella corteccia sensitiva e motoria) e dell’amigdala. Agisce mediante
l'attivazione dei recettori p75"°" e TrkB, e svolge una vasta gamma
di funzioni. Durante lo sviluppo gioca un ruolo fondamentale nella
sopravvivenza, migrazione, differenziazione fenotipica neuronale
nonché nella crescita degli assoni e dei dendriti e nella formazione
delle sinapsi. Nella vita adulta la sua funzione principale e quella di
regolare la plasticita sinaptica ed e implicato nei processi di
apprendimento, nella memoria e nel comportamento. Diversi studi
hanno dimostrato un’alterata produzione e secrezione di questa
neurotrofina in patologie correlate allo stress e nelle malattie
neurodegenerative. Infatti nella sindrome di Alzheimer e in quella di
Parkinson sono stati riscontrati ridotti livelli di BDNF; lo stesso dicasi
per patologie psichiatriche quali la depressione maggiore, la
schizofrenia e i disturbi dell’alimentazione.

Sebbene il BDNF sia presente prevalentemente nel sistema

nervoso centrale e periferico, € stato riscontrato anche nel siero con



concentrazioni dieci volte piu alte di quelle plasmatiche, nelle cellule
endoteliali e muscolari lisce e nel liquido follicolare.

Recentemente si e visto che esiste una stretta correlazione tra
livelli di estrogeni e di BDNF: infatti i livelli di neurotrofina seguono
I'andamento estrogenico nelle varie fasi del ciclo ovarico e si riducono
in menopausa. Anche i glucocorticoidi sembrano coinvolti nella
regolazione del BDNF. Inoltre diversi studi hanno indicato variazioni
cicliche nell’espressione del rec trkB e nel BDNF durante le 24 h.
Recentemente € stato ipotizzato che il BDNF possa essere coinvolto
nella regolazione dell’attivita del nucleo soprachiasmatico. Il NSC
rappresenta 'oscillatore endogeno e il primordiale orologio biologico
nei mammiferi. Piu specificatamente il NSC e il pacemaker centrale
che genera e controlla le oscillazioni circadiane endogene di ormoni
come il cortisolo e le gonadotropine. In un precedente studio e stata
evidenziata una correlazione tra il BDNF e le variazioni circadiane del
cortisolo negli uomini avendo dimostrato un profilo di secrezione del
BDNF simile a quello del cortisolo.

Lo scopo del nostro studio e stato quello di valutare:

» se il BDNF nelle donne possiede oppure no un ritmo circadiano
* se questo sia correlato con quello del cortisolo.
* se lo stato ormonale influenzi le variazioni diurne del BDNF

Hanno partecipato allo studio 30 donne afferite all' ambulatorio
ginecologico della nostra clinica che sono state suddivise in 3 gruppi:
1°gruppo (N°10 donne fertili) , 2°gruppo (N°10 do nne in terapia con
EP) e 3°gruppo (N°10 donne in postmenopausa). Abbi amo valutato i

livelli basali di BDNF e cortisolo dopo digiuno notturno in tutti i



soggetti ad intervalli regolari di 4 ore (8:00, 12:00, 16:00, 20:00,
24:00). BDNF e estradiolo sono stati campionati durante la fase
follicolare e luteale nelle donne fertili ed una volta al mese nelle donne
in terapia con EP ed in postmenopausa. | valori plasmatici di BDNF
sono stai valutati con metodo ELISA mentre quelli di E2 e di cortisolo,
sono stati valutati con metodo RIA.

Per quello che riguarda i risultati i livelli di BDNF in fase luteale
sono risultati significativamente piu' elevati rispetto a quelli in fase
follicolare nelle donne fertili (p<0.001). Nelle donne in terapia con EP,
I livelli basali di BDNF erano simili ai livelli di BDNF in fase follicolare,
mentre nelle donne in postmenopausa, erano significativamente piu’
bassi (p<0.001).

I BDNF ha mostrato un ritmo diurno nelle donne fertili in fase
follicolare e nelle donne in terapia con EP, cosi come in
postmenopausa mentre tale ritmo non € presente in fase luteale.
L’andamento dei livelli giornalieri del BDNF ricalca il ritmo circadiano
del cortisolo con valori significativamente piu alti alle 8 del mattino che
decrescono in maniera significativa durante il giorno.

In conclusione il BDNF subisce delle variazioni diurne nelle
donne in modo analogo a quanto osservato per il cortisolo.
L'ampiezza della variazione dei livelli plasmatici di BDNF sembra
essere influenzata dalla funzione ovarica. Interazioni tra il BDNF, I
asse ipotalamo-ipofisi-surrene e gli steroidi sessuali sembrano
giocare un ruolo critico nella Dbiologia dellomeostasi e

dell’adattamento nell’'uomo.



INTRODUZIONE

LE NEUROTROFINE

Le neurotrofine sono un gruppo di piccole proteine implicate
nello sviluppo e nel mantenimento del sistema nervoso centrale. Di
esse fanno parte: il fattore di crescita neuronale (NGF), il brain-
derived neurotrophic factor (BDNF), la neurotrfina 3 (NT-3) e la
neurotrofina 4/5 (NT-4/5) (1).

Queste sostanze sono sintetizzate nel sistema nervoso centrale
e periferico come pro-neurotrofine del peso di 30-35 kDa e poi
convertite ad opera della pro-convertasi intracellulare in proteine di
circa 28 kDa (2).

Le quattro neurotrofine oltre allo stesso peso molecolare hanno
lo stesso numero di amminoacidi (118-120), simile punto isoelettrico
(9-10) e uguale struttura primaria (per il 50%): sono dimeri stabili e
non covalenti con sei residui di cisteina e tre legami solfuro
intracatena conservati nella stessa posizione (3,4). | domini
amminoacidici che le differenziano invece determinano il loro legame
e la loro specifica affinita per un recettore piuttosto che per un altro
condizionandone di conseguenza la loro attivita biologica (5).

Sono due le classi recettoriali a cui le neurotrofine si legano:

. | Trks: recettori transmembrana con attivita tirosin chinasica.
Ogni neurotrofina ha affinita verso uno specifico recettore di questa
famiglia; in particolare il fattore di crescita neuronale (NGF) si lega al
recettore TrkA, il BDNF e la neurotrofina-4 (NT-4) si legano al

recettore TrkB e la neurotrofina-3 ha bassa affinita per il recettore
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TrkB e alta affinita per Il TrkC (6). L'attivita biologica che questi
recettori esplicano € legata alla modulazione della crescita e della

sopravvivenza neuronale.

= || p75"°™: & un membro della superfamiglia del tumor necrosis
factor (TNF) e ogni neurotrofina ha la stessa affinita per questo
recettore; non ha attivita catalitica intrinseca per cui il segnale
apoptotico viene trasmesso da interazioni proteina-proteina (7,8),
perd quando si ha coespressione con recettori Trk aumenta ['affinita
delle neurotrofine per questi ultimi e cido contribuisce a modulare la
sopravvivenza e la crescita neuronale, la trasmissione sinaptica, la

plasticita corticale e la migrazione cellulare (9).

BRAIN DERIVED NEUROTROPHIC FACTOR

Struttura, meccanismo d'azione e regolazione neurotrasmettitoriale

Il gene del BDNF e localizzato sul cromosoma 11 ed e formato
da 5 esoni ma la proteina matura e codificata dall'esone 5 (1). La
struttura della proteina finale e tridimensionale allungata come quella
di altri fattori di crescita (VEGF, TG-b2, PDGF-BB) e cio avvalora
I'ipotesi di un’ evoluzione comune (10).

I BDNF é sintetizzato come propeptide ad alta affinita per il

recettore p75 ™"

, € poi trasformato in proteina matura di 25 KDa ad
opera delle pro-convertasi (PCs). Le pro-convertasi appartengono alla
famiglia delle endoproteasi di cui fanno parte la furina, la PC1/3, la

PC2, la PACE4 ed altre ancora. Mentre la furina ed altre PCs



elaborano le pro-proteine all'interno dell'apparato del Golgi, la PC1 e
2 sembrano clivare le forme non ancora mature dopo che queste
sono state “processate” dal Golgi, determinando cosi un rilascio
stimolo-indotto della proteina matura. Una volta sintetizzato, il BDNF
viene immagazzinato in due diversi tipi di vescicole: un tipo € secreto
continuamente mentre l'altro tipo si accumula in prossimita della
membrana plasmatica e la liberazione avviene per esocitosi
generalmente in seguito a uno stimolo (10).

Come gia detto, questa neurotrofina ha affinita per due tipi di
recettori: il TrkB e il p75"° R,

Il legame con il TrkB induce dimerizzazione e fosforilazione del
recettore con attivazione del dominio tirosin kinasico intracellulare che
interagisce con diversi target intracellulari come le MAP kinasi, il
fosfatidil inositolo 3 kinasi e a secondo della via attivata avremo una
differente attivita biologica (6).

Lee et all. (6) hanno dimostrato che il propeptide ha bassa
affinita per il recettore TrkB e alta affinita per il recettore p75"°™" e |l
legame con quest’ultimo induce apoptosi dei neuroni in coltura. In
seguito a quesi studi pare che la sopravvivenza o la morte cellulare
sia regolata da un equilibrio tra la forma matura e immatura del BDNF
e dall'espressione dei due tipi di recettori.

L'attivita biologica del BDNF si esplica tramite un segnale di
trasporto retrogrado. Il recettore TrkB attivato, insieme al suo ligando,
e trasportato dal terminale assonico al corpo cellulare all'interno di
vescicole (endosomi) che si spostano grazie ad un meccanismo attivo

microtubulare che sembra essere mediato dalla dineina; una volta



giunto al corpo si possono attivare determinati segnali (11,12). Tale
meccanismo retrogrado € molto importante perche in questo modo la
cellula neuronale riceve informazioni dallesterno e puo
adeguatamente rispondere ai numerosi stimoli extracellulari (6).

Recentemente e stato riportato anche un meccanismo di
trasporto anterogrado; infatti grazie a studi morfologici € stato
evidenziato che il BDNF & presente nelle aree dello striato del ratto
adulto che ricevono afferenze dalla corteccia; inoltre nell'ippocampo la
neurotrofina e localizzata nel corpo di neuroni granulari e trasportata
anterogradamente alle cellule piramidali della corteccia CA3 (13).
Questo tipo di trasporto pud essere un importante meccanismo di
supporto neurotrofico e una rapida risposta agli stimoli confermando il
ruolo simil-neurotrasmettitoriale del BDNF che implica:

-sintesi nel terminale presinaptico;

-endocitosi in vescicole;

-rilascio dopo depolarizzazione di membrana;

-legame al suo recettore sul terminale postsinaptico;

-trasduzione del segnale;

-inattivazione e re-uptake della neurotrofina (14).
Studi in vitro e in vivo su ippocampo, ipotalamo e corteccia cerebrale
di ratto hanno dimostrato che i neurotrasmettitori giocano un ruolo
indispensabile nella regolazione del BDNF.
In particolare vi € una down-regulation del BDNF mRNA da parte del
GABA ed un up-regulation da parte del glutammato, dell'acetilcolina e

della serotonina (6).
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Localizzazione e ruolo nel Sistema Nervoso Centrale

Nel sistema nervoso centrale le aree con piu alti livelli di BDNF
sono l'ipotalamo, l'ippocampo, la corteccia cerebrale (soprattutto il
lobo frontale e occipitale, l'insula, la corteccia motoria e sensitiva) e
I'amigdala (15,16,17); proprio queste aree sono ad elevata plasticita e
sono elementi chiave nella risposta neuroendocrina. In particolare
nell’ipotalamo un' alta concentrazione del BDNF si ritrova nei neuroni
dei nuclei sopraottico e paraventricolare mentre una piu bassa
concentrazione nei nuclei dorsomediale, ventromediale e arcuato
(18). Inoltre come dimostrano studi su tessuto cerebrale di ratto e
umano (post-mortem) anche le cellule gliali contengono BDNF ma
non e chiaro se si tratta di sintesi o di internalizzazione (19,20).

Ricerche immunoistochimiche hanno dimostrato che i recettori
TrkB sono localizzati sia sui corpi cellulari, sia sugli assoni, sia sui
dendriti delle cellule della corteccia cerebrale, del bulbo olfattorio,
dell'ippocampo, del talamo, dell'ipotalamo, del giro dentato, dello
striato, del setto, dei nuclei della base della sostanza nigra, del
cervelletto, dei motoneuroni spinali e dei neuroni sensoriali (21-22).
Per cui la coespressione del BDNF e dei suoi recettori nelle stesse
aree ha fatto ipotizzare anche un meccanismo secretorio paracrino o
autocrino di questa neurotrofina (6).

Inizialmente si pensava che le neurotrofine avessero un ruolo di
crescita, mantenimento, e differenziazione del tessuto nervoso solo
nella fase dello sviluppo ma si e evidenziato che anche nei ratti adulti
sono presenti elevati livelli di queste proteine in diverse aree cerebrali,

per cui si e ipotizzato che svolgano una funzione fisiologica anche
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negli adulti. Tale ipotesi € avvalorata ancor piu dalla presenza di
recettori nelle stesse aree (6).

Infatti durante la vita adulta tutte le neurotrofine e in particolar
modo il BDNF hanno un ruolo attivo nella modulazione della plasticita
sinaptica.

Sono stati studiati due modelli di plasticita neuronale: il
potenziamento a lungo termine (LTP) e la depressione a lungo
termine (DTP). Bliss e Lomo (23) in seguito a studi sull'ippocampo di
ratto hanno notato che scariche di stimoli ad alta frequenza
potenziano la trasmissione sinaptica mentre stimoli a bassa frequenza
la deprimono (23). | livelli di BDNF mRNA aumentano nell'ippocampo
dopo induzione della LTP, mentre la LTP é ridotta dalla mancanza del
gene del BDNF (24,25).

Trattando con BDNF tessuto ippocampale di un topo knock-out
per il gene del BDNF, si & subito avuto un potenziamento della LTP e
un miglioramento della trasmissione sinaptica (26).

Ancora, i meccanismi di apprendimento e la formazione della
memoria a lungo e a breve termine aumentano i livelli di BDNF mRNA
nell'ippocampo mentre la deprivazione di BDNF endogeno ostacola
queste funzioni nel ratto adulto (27).

Inoltre nel ratto l'interruzione della trasmissione degli stimoli
visivi alla corteccia visiva determina una riduzione dei livelli di BDNF
MRNA,; di contro I'esposizione di ratti alla luce dopo un periodo in
oscurita inverte questo fenomeno (28) Al contrario I'induzione dell'LTD
nella corteccia visiva dei ratti € prevenuta dalla somministrazione di
BDNF (29).
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Esperimenti sono stati condotti anche sulle scimmie e hanno
dimostrato che vi € un up-regulation del BDNF mRNA durante la
formazione della memoria nella corteccia temporale (30).

Tutti questi dati indicano che il BDNF e i suoi recettori giocano
un ruolo importante nell'apprendimento e nella plasticita neuronale
della corteccia visiva e temporale negli adulti.

Contrariamente a quanto si e ritenuto fin ora e stata dimostrata
la presenza di cellule staminali anche nel SNC di mammiferi adulti.
Queste possono andare incontro a differenziazione sostituendo
cellule mature in particolar modo nel giro dentato e nella zona
subventricolare; in questo processo pare che sia implicato anche |l
BDNF (31,32,33).

Vari studi condotti su ratti adulti hanno dimostrato che condizioni
ambientali favorevoli e corretti stili di vita come I'esercizio fisico
favoriscono la replicazione di cellule nervose nell'ippocampo insieme
ad un'aumentata espressione di BDNF mRNA (34,35).

Lo stress induce una diminuzione del numero di neuroni nel giro
dentato come anche del BDNF mRNA in questa regione
(36,37,38,39). L'apprendimento negli adulti aumenta la neurogenesi
consensualmente al BDNF mRNA nell'ippocampo (6). Anche
I'esercizio fisico (la corsa) favorisce la proliferazione cellulare e
l'aumento di BDNF mRNA nel giro dentato (6). Ancora, elevati livelli di
BDNF si riscontrano nel giro dentato in seguito a restrizioni dietetiche
(40,41).

Inoltre l'infusione di BDNF nei ventricoli laterali di ratti adulti

favorisce la proliferazione cellulare nello striato, nel setto, nel talamo e
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nell'ipotalamo  (42). Questi elementi suggeriscono che la
somministrazione di BDNF in alcune patologie degenerative potrebbe
potenzialmente favorire la rigenerazione cellulare.

Inoltre, insulti cerebrali come i traumi, lo stress, il coma
ipoglicemico, le convulsioni, l'ischemia stimolano | 'espressione del
BDNF nel SNC dei ratti mediante un aumento della trasmissione
glutammaergica e un aumento del flusso di calcio nelle cellule
dell'ippocampo, amigdala, corteccia cerebrale, corteccia piriforme e
neocorteccia. Questo fa ipotizzare che il BDNF abbia un ruolo
protettivo nei confronti degli insulti cerebrali stimolando Ia
riorganizzazione sinaptica (43).

Di contro vi € un decremento del BDNF mRNA e della proteina
in aree di atrofia o0 morte cellulare e in patologie quali I'Alzheimer e il
Parkinson (44,45).

Implicazioni cliniche

Depressione

| disturbi dell'umore sono caratterizzati da un’alterazione della
regolazione dell'umore, del comportamento e della affettivita.

Numerosi studi suggeriscono che il BDNF esercita un ruolo
chiave nella genesi dei disturbi dellumore ed, in particolare, esso
sembra essere implicato nella fisiopatologia della depressione. Studi
pre-clinici e clinici hanno ampiamente dimostrato la presenza di livelli
sierici di tale neurotrofina significativamente ridotti nei soggetti

depressi (46).
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Nonostante il BDNF sia stato studiati soprattutto a livello
cerebrale, elevate concentrazioni di questa proteina sono state
rilevate anche a livello periferico, in particolare nelle piastrine umane .

E’ stato dimostrato che il BDNF di origine piastrinica €
massivamente rilasciato nel siero in seguito all’attivazione cellulare e
che esso ha la capacita di attraversare indenne la barriera emato-
encefalica in entrambi i sensi grazie ad un sistema di trasporto
saturabile (47). Da qui lipotesi che la riduzione dei livelli di BDNF
piastrinico possa esser considerata come marker periferico della
depressione al pari della serotonina (5HT)(46). Il riscontro di una
correlazione positiva tra punteggi ottenuti nelle scale valutative della
depressione e BDNF sierico effettivamente conferma [lipotesi
suddetta.

Una spiegazione a questi ridotti valori potrebbe essere la
diminuita liberazione di BDNF dalle piastrine che riflette una
potenziale anormalita nel sistema di rilascio neurotrasmettitoriale.

La riduzione dei livelli di BDNF potrebbe anche riflettere, in
soggetti depressi, una vulnerabilita genetica la cui espressione
sarebbe accentuata da eventi stressogeni. Gli stessi causano infatti a
livello cerebrale, in particolare nell'ippocampo, atrofia e morte
neuronale e la collocalizzazione del BDNF e del suo recettore TrkB
nell'ippocampo suggerisce che la neurotrofina possa esercitare a
questo livello un effetto trofico protettivo tramite un meccanismo
autocrino (46,47). A supporto di questa teoria vi € il fatto che un
trattamento cronico con antidepressivi incrementa non solo

I'espressione del BDNF ma anche la neurogenesi nell’ippocampo di
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ratto adulto (48). Un ulteriore conferma del ruolo di tale molecola nella
patogenesi della depressione deriva da studi animali che hanno
dimostrato un effetto antidepressivo del BDNF somministrato per via
cerebrale, probabilmente correlato ad un’azione sulla via
serotoninergica (49).

Infine, studi effettuati sui livelli sierici di BDNF in pazienti
depressi in seguito al trattamento con farmaci antidepressivi hanno
dimostrato che la concentrazione della neurotrofina in soggetti trattati
con placebo e significativamente piu bassa rispetto a quelli trattati con
farmaci antidepressivi e che, in quest’ultimo gruppo di pazienti, i livelli
di BDNF non si discostano molto da quelli del gruppo di controllo (46)

Da tutti questi dati emerge che, la presenza di bassi livelli sierici
di BDNF giochi un ruolo fondamentale nella fisiopatologia della

depressione.

Disturbi della condotta alimentare

| disturbi della condotta alimentare sono un insieme di patologie
caratterizzate da un rapporto problematico con il cibo e dall’eccessivo
condizionamento che il peso e la forma del corpo esercitano sul
comportamento. Insorgono prevalentemente nell’eta adolescenziale o
nella prima eta adulta e sono piu frequenti nel sesso femminile. |
Manuale Diagnostico e Statistico dei Disordini Mentali (DSM 1V)
include in questa categoria I'anoressia nervosa, la bulimia nervosa e i
disturbi alimentari non altrimenti specificati.

Le aree cerebrali implicate nel controllo del comportamento

alimentare sono localizzate soprattutto a livello ipotalamico ed
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includono | nuclei paraventricolare, arcuato, dorsomediale, e
ventromediale.

Molte evidenze sperimentali supportano l'ipotesi che il BDNF
svolga un ruolo critico nella regolazione del comportamento
alimentare degli animali. Infatti topi knockout eterozigoti per il gene
del BDNF mostrano un atteggiamento aggressivo ed una notevole
iperfagia accompagnati da un significativo incremento di peso nella
vita adulta; queste alterazioni sono state correlate con una
disfunzione del sistema serotoninergico nel cervello poiché la
somministrazione cronica di inibitori selettivi del reuptake della
serotonina come la fluoxetina erano in grado di indurre un
miglioramento delle suddette alterazioni (50). Anche linfusione di
BDNF nel terzo ventricolo di questi animali comporta una riduzione
del peso, determinando uno specifico incremento dose-dipendente
della 5-HT, indicando cosi un effetto diretto del BDNF (50,51).

Studi di ibridazione in situ mostrano che questi animali hanno
una diminuzione del segnale di BDNF nei nuclei ipotalamici implicati
nel comportamento alimentare, senza alcuna modifica del segnale per
il TrkB. Questo studio ha anche dimostrato che l'espressione del
BDNF é regolata dallo stato nutrizionale e dal recettore della
melanocortina, proteina coinvolta nella regolazione del bilancio
energetico la cui mutazione induce obesita (52).

Oltre a questi studi su modelli animali sono state condotte
ricerche anche in donne affette da disturbi della condotta alimentare,
in particolare anoressia e bulimia nervosa per valutare i livelli sierici

di BDNF. In queste pazienti i livelli della neurotrofina sono

17



significativamente ridotti rispetto a quelli di soggetti di pari eta
appartenenti a gruppi controllo. Inoltre le concentrazioni sieriche di
BDNF sono notevolmente piu basse nelle donne affette da anoressia
nervosa rispetto alle donne bulimiche (53).

Anche studi genetici hanno confermato un ruolo del BDNF nella
patogenesi dei disturbi alimentari (54-56). Il gene del BDNF e
localizzato nel cromosoma 11 ed e costituito da 5 esoni. |l
polimorfismo genico 196 G/A, consistente nella conversione di una
valina in metionina nel codone 66, e fortemente associato
all'anoressia suggerendo che il met-allele puo essere un fattore di
predisposizione per i disturbi alimentari. Questa alterazione non
cambia la funzione del BDNF ma compromette il trasporto
intracellulare del pro-BDNF e di conseguenza la secrezione della
proteina matura (57).

Tuttavia, dati contrastanti sono riportati riguardo |l
coinvolgimento del polimorfismo 196G/A nella genesi dei disturbi
alimentari nei diversi continenti, suggerendo anche una probabile

differenza etnica di tale alterazione (46).

Malattie neurodegenerative

Le malattie neurodegenerative sono caratterizzate da una
perdita neuronale della sostanza grigia associata in un secondo
tempo a modificazioni secondarie di tratti di sostanza bianca. Tra
gueste, alcune presentano un preminente interessamento della
corticale encefalica come la malattia di Alzheimer, altre invece sono
maggiormente circoscritte ad aree subcorticali come la malattia di

Parkinson (58). La funzione svolta dal BDNF nel promuovere la
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sopravvivenza e la crescita di neuroni ippocampali, neocorticali,
colinergici settali e dopaminergici del corpo nigro, pone le basi per un
suo possibile ruolo nella patogenesi delle suddette patologie

Malattia di Alzheimer

Nel 1991 Philips e colleghi riportavano una selettiva riduzione
nell’espressione di mMRNA BDNF nell’ippocampo di individui affetti da
malattia di Alzheimer. Tramite la tecnica dell’ibridazione in situ quesi
autori studiarono il segnale del BDNF, NGF, NT-3 mRNA nelle
sezioni di tessuto ippocampale di 9 pazienti con M.A e di 6 individui
di controllo e rilevarono importanti riduzioni del mMRNA BDNF nello
strato piramidale dell'ippocampo e nelle cellule granulari del giro
dentato mentre non riportarono alterazioni nei livelli di mMRNA NGF e
NT-3 (59).

Successivamente grazie all’'uso di anticorpi diretti contro peptidi
di BDNF e stato effettuato uno studio su campioni di tessuto cerebrale
di soggetti colpiti da questa malattia. Narisawa e Saito nel 1996
osservarono che il contenuto di BDNF non era significativamente
ridotto nel giro dentato e neppure nella corteccia motoria sebbene una
riduzione significativa fosse presente nella corteccia entorinale(60).

Un altro studio effettuato con l'uso di anticorpi anti BDNF
rilevava una diminuizione del segnale “western-blot” nella corteccia
frontale dei pazienti (61).

Studi piu recenti hanno dimostrato inoltre una correlazione tra il
BDNF e la presenilina-1 la cui mutazione causa una forma precoce di
Alzheimer a trasmissione autosomica dominante. La presinilina-1

influenza la sintesi intracellulare del precursore della proteina [3-
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amiloide determinando un’aumentata produzione di peptidi Ap.
Colture corticali di neuroni di topi privi del gene della presenilina-1
caratterizzate da un accumulo di precursori [ amiloidei, mostrano un
alterata maturazione di TrkB e un severo deficit nell’autofosforilazione
del recettore in risposta al BDNF (62). La probabile risorsa endogena
del BDNF nei neuroni ippocampali include il rilascio di BDNF dai
propri dendriti (loops autocrini/paracrini), dai terminali assonici di
neuroni ippocampali e extra ippocampali afferenti (trasporto
anterogrado) e in maniera retrograda dai terminali assonici al corpo
cellulare di neuroni piramidali corticali (63).

La perdita di contatti sinaptici nell'ippocampo e nella corteccia
cerebrale € uno dei piu’ importanti meccanismi neuropatologici
implicati nella malattia di Alzheimer. Di conseguenza sembra possibile
che un’alterata plasticita’ sinaptica derivante da un ridotto contenuto
endogeno di BDNF contribuisca al danneggiamento cognitivo tipico
della patologia(64).

E' stato proposto che il danno primario della malattia di
Alzheimer sia una pertubazione della plasticita’ neuronale che
conduce in ultima analisi alle manifestazioni cliniche di deterioramento

cognitivo e ai reperti anatomopatologici di morte neuronale (65).

Morbo di Parkinson

Un grande numero di neuroni dopaminergici mesencefalici
esprimono sia BDNF che TrkB suggerendo I'esistenza di loops trofici
autocrini e paracrini che supportano la sopravvivenza e la funzione

del sistema mesotelencefalico (63). Nel 1999 Parain e collaboratori
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hanno dimostrato una ridotta espressione del BDNF nella sostanza
nera di individui con malattia di Parkinson riportando che nei soggetti
di controllo circa il 65% dei neuroni pigmentati erano immunoreattivi
per il BDNF mentre nei pazienti solo il 10% dei neuroni erano positivi
al BDNF. Tra le strutture studiate la riduzione dell’espressione del
BDNF riguardava specificatamente la pars compacta della sostanza
nigra mentre i neuroni pigmentati della regione A8 non mostavano
alterazioni (66). Studi piu’ recenti effetuati con metodiche
Immunoenzimatiche volte a misurare la concentrazione di BDNF in
diverse regioni celebrali hanno rilevato un’importante riduzione di
livelli di BDNF nel nucleo caudato (24% rispetto al controllo), nel
putamen (18% del controllo) e nella sostanza nigra (55% del
controllo) e una diminuzione non significativa in altre due aree, la
corteccia centrale e il cervelletto (67). Per quanto riguarda
I'espressione del recettore TrkB nel cervello di persone con malattie di
Parkinson, Benisty e collaboratori non hanno rilevato sostanziali
differenze nell’espressione del mMRNA nei neuroni della sostanza nigra
e nell’area ventraletegmentale tra malati di Parkinson e soggetti sani
di controllo (68).

Numerosi meccanismi possono essere chiamati in causa per
spiegare come l'alterata espressione di BDNF possa essere coinvolta
nella patogenesi della malattia di Parkinson.

La degenerazione dei neuroni del locus coeruleus caratteristico
della malattia puo’ privare i neuroni dopaminergici mesencefalici del
trasporto anterogrado del BDNF e incrementare cosi’ la morte

cellulare (69). Questa possibilita’ e’ suggerita dallo studio che
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dimostra un aumentata vulnerabilita’ al danno tossico indotto dopo
lesione del locus coeruleus (70,71).

Inoltre anche cambiamenti post sinaptici osservati a livello dello
striato possono essere ricondotti alla mancanza del trasporto
anterogrado del BDNF (63).

Il fatto che [I'espressione di TrkB mMRNA nei neuroni
mesencefalici  di pazienti Parkinsoniani sia normale mentre
'espressione di BDNF sia ridotta suggerisce che in futuro questi
pazienti potranno trarre beneficio dalla somministrazione di BDNF
(63).

Altre localizzazioni

Risale a circa dieci anni fa I'identificazione del BDNF nel plasma
e nel siero (72), con valori sierici dieci volte piu alti di quelli plasmatici
(73). Questa differenza € dovuta al meccanismo di degranulazione
piastrinica che si ha durante la coagulazione. Infatti le piastrine
contengono quantita elevate di BDNF (74-76); sembra che
quest’ultimo non derivi dai precursori megacariocitici ma che sia
acquisito dal plasma o da altri compartimenti mediante
internalizzazione anche se non si conosce il sito di legame che
permette questo processo (74). Quindi le piastrine avrebbero un ruolo
di riserva del BDNF.

Nakahashi et all. (77) hanno condotto studi su colture di cellule

endoteliali di vena ombelicale umana e hanno dimostrato non solo un
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aumento del rilascio nel mezzo di coltura di BDNF ma anche una
sintesi ex novo della neurotrofina. Inoltre é stato dimostrato che
stimolando l'incremento di cAMP intracellulare si ottiene un
aumentato rilascio della proteina probabilmente perché, come gia
dimostrato nei neuroni della corteccia frontale e dell'ippocampo dei
ratti (78), nel DNA c’é una sequenza responsiva al cAMP; al contrario
un aumento dello ione calcio intracellulare e un aumento dello shear
stress riducono la produzione di BDNF in queste cellule (77). Infatti
per quanto riguarda lo shear stress € stata identificata nel DNA della
cellula endoteliale una sequenza responsiva sul promotore e sul
primo introne del gene del BDNF. Comunque il significato fisiologico
di questa down-regulation non e stato ancora del tutto chiarito ma
sembra correlare probabilmente con l'aterosclerosi. Infatti recettori
TrkB sono espressi in colture di tessuto muscolare liscio vascolare
umano e murino, e sono state identificati in coronarie aterosclerotiche
nel ratto (79,80). Comunque il BDNF sintetizzato o rilasciato
dall’endotelio puo legarsi ai suoi recettori sulle cellule muscolari lisce
e sulle cellule endoteliali stesse ma la sua funzione biologica deve
ancora essere chiarita.

Recentemente e stato documentato che anche i macrofagi
attivati e i linfociti T e B rilasciano in vitro BDNF (81).

Tra l'altro il BDNF riesce ad attraversare la membrana emato-
encefalica in entrambe le direzioni per cui parte della neurotrofina
circolante potrebbe derivare dai neuroni e dalle cellule gliali del

sistema nervoso centrale (82).
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Lommatzsch et all. (82) hanno invece studiato come i livelli
sierici di BDNF variano in base all'eta, al peso e al sesso. | risultati di
questo studio dimostrano che i livelli sierici di BDNF, ma non la
concentrazione piastrinica, si riducono significativamente con
'aumentare dell'eta e del peso corporeo e che i livelli della
neurotrofina sono piu bassi nella donna rispetto alluomo con
variazioni nell'ambito delle diverse fasi del ciclo mestruale.

Studi su ovociti di ratto hanno dimostrato la presenza in essi di
TrkB (recettore del BDNF); tale assunto ha portato ad intraprendere
studi atti a valutare la presenza del BDNF nel liquido follicolare.

Precedenti dati immunoistochimici avevano gia messo in
evidenza la presenza di recettori tirosin kinasi A e C sulle cellule della
granulosa, nel 2002 fu dimostrata la presenza del BDNF nel liquido
follicolare di follicoli preovulatori ottenuti con tecniche di fecondazione
in vitro. La produzione della neurotrofina & a carico delle cellule della
granulosa come dimostra l'aumento della proteina dopo 48h di
incubazione (83).

Diverse sembrano essere le funzioni del BDNF e delle
neurotrofine in generale nel liquido follicolare:

-controllano l'ovulazione;

-favoriscono la sopravvivenza delle cellule germinali;

-regolano la steroidogenesi;

-controllano la formazione del corpo polare; (83-86).

Infatti studi condotti in vitro hanno dimostrato che dopo
trattamento di ovociti bovini con BDNF si ha un aumento di cellule
fecondate rispetto ai controlli (87) e studi su ovociti di ratti invece
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hanno evidenziato un ruolo favorente la maturazione sia del nucleo
sia del citoplasma cellulare (88). Queste osservazioni portano a
ipotizzare un ruolo di rilievo del BDNF mRNA e della proteina nella
follicologenesi e nello sviluppo del citoplasma degli ovociti.

Seifer at all. (89) hanno comparato i livelli di BDNF nel liquido
follicolare in fase preovulatoria di donne con cicli ovulatori regolari e di
donne sottoposte a stimolazione ovarica per eseguire una
fecondazione medicalmente assistita. | livelli di BDNF dosati in donne
sottoposte a stimolazione si sono mostrati 27 vote superiori ai valori
delle donne del gruppo con cicli ovulatori regolari, questo dimostra un
reale ruolo regolatorio fisiologico del BDNF sulla maturazione
follicolare e un'importante influenza delle gonadotropine esogene
nello stimolare le cellule della granulosa a produrre BDNF (89).

A dimostrzione di cio Buyuk at all. (90) hanno condotto uno
studio in donne sottoposte a fecondazione medicalmente assistita e
hanno riscontrato dei livelli molto bassi di BDNF nel liquido follicolare
in donne affette da endometriosi rispetto alle donne con altre cause di
infertilita. Questo perche il BDNF ha effetto positivo sull'espressione
della superossido dismutasi, della glutatione riduttasi e della
glutatione perossidasi tutti enzimi che si riducono in caso di
endometriosi a favore dell'laumento di NO e radicali liberi, i quali
creano un ambiente peritoneale ed endometriale ostile all'ovulazione,
alla fertilizzazione, all'impianto dell'embrione e al suo sviluppo (91,92).
L'opposto succede invece per il NGF la cui concentrazione nel liquido
follicolare aumenta in caso di endometriosi per cui si € ipotizzato un

suo contributo alla patogenesi di questa malattia (90).
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BRAIN DERIVED NEUROTROPHIC FACTOR ED ESTROGENI

Diversi studi sperimentali hanno dimostrato I'esistenza di una
certa analogia di azioni tra BDNF e estrogeni nonché la funzione
regolatoria di questi ultimi nei confronti della neurotrofina.

Intanto & stato dimostrato che sia il BDNF che gli estrogeni
attivano nelle cellule gli stessi meccanismi di trasduzione del segnale
e cioé la cascata delle MAP-kinasi (MAP-K), la via del
fosfatidilinositolo-3-fosfato (PI3-K), e quella della proteina kinasi
calcio-calmodulina-dipendente  (CaCKIl). Cio  determinerebbe
I'attivazione degli stessi effettori (93).

Nell'ippocampo le due sostanze mediano gli stessi effetti ossia I'
incremento del numero di sinapsi, I' aumento del numero di spine
dendritiche, il potenziamento della trasmissione glutammaergica
nell'area CA1l, tramite I'azione sui recettori NMDA (94), e gli effetti
positivi sulla memoria (95,96).

Inoltre sia l'estradiolo che il BDNF riducono i meccanismi
citotossici di cellule ippocampali confermando pertanto la loro
funzione neuroprotettiva (93).

Quantunque gli effetti degli estrogeni sull'ippocampo siano
rilevanti e difficile definire I'esatta localizzazione dei loro recettori
percio si é giunti alla conclusione che la localizzazione cambia in base
allo stato ormonale; infatti nei ratti in proestro la distribuzione dei
recettori ERa e apparsa differente rispetto alle altre fasi del ciclo
(97,98).
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Alcuni studi affermano che nell'ippocampo il recettore ERa e
espresso in cellule principali e in neuroni che usano come mediatore |l
GABA ; la localizzazione intracellulare inoltre €& sia a livello
citoplasmatico che nucleare (97). Il recettore Erf &€ espresso nello
stesso tipo di cellule (99,100). Altri studi hanno evidenziato che i
recettori ERa sono espressi sulle cellule che coesprimono il GABA e il
neuropeptide Y (101) mentre altri ancora sospettano la loro
localizzazione su interneuroni immunoreattivi alla parvalbumina
(proteina legante il calcio) (102).

Nel giro dentato i neuroni reattivi alla parvalbumina sono proprio
I neuroni gabaergici disposti intorno alle cellule granulari e alcuni di
questi esprimono anche il neuropeptide Y (93).

Comunque, in definitiva, la distribuzione recettoriale €
condizionata dallo stress, dall'attivita neuronale, da patologie, dall'eta
e dallo stato ormonale ed inoltre non e da scartare lipotesi
dell'esistenza di varianti dei due tipi recettoriali gia noti (93).

Per quanto riguarda gli effetti del BDNF e dell'estradiolo
sull'ippocampo sono stati condotti numerosi studi: in maschi knock-out
per il gene dell'aromatasi (enzima che converte gli androgeni in
estrogeni) i ridotti livelli di estradiolo dimostravano una bassa capacita
di apprendimento che regrediva dopo somministrazione di estradiolo
esogeno (103).

Nei ratti femmina la capacita di apprendimento € maggiore
durante la mattina del proestro rispetto alle altre fasi del ciclo e
rispetto ai ratti ovariectomizzati (104). Questi effetti sono simili a quelli
che media il BDNF. Invece ad alte dosi sia di BDNF che di estradiolo
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si ha l'effetto opposto sulla capacita di apprendimento e cido € dovuto
ad una down-regulation dell'estradiolo sullERa, e del BDNF sul TrkB
(105-107).

Studi recenti hanno dimostrato che come il BDNF anche
I'estradiolo esogeno potenzia I'LTP nell'area CA1l dell'ippocampo in
ratti adulti (108). Per cui si pud concludere che il meccanismo
d'azione delle due “sostanze” é simile.

In realta sul gene del BDNF e stata identificata una sequenza
responsiva agli estrogeni I'ERE che induce la sintesi di BDNF mRNA
e della proteina (109); a dimostrazione di cio la somministrazione di
estradiolo in ratti ovariectomizzati ha determinato un aumento del
BDNF mRNA (109). Lo stesso accade anche in ratti maschi sottoposti
a gonadectomia (110). Questo perché la gonadectomia riduce i livelli
circolanti di testosterone che viene convertito grazie all’aromatasi in
estrogeni (111,112). Comungue questa correlazione e stata accertata
sicuramente nel giro dentato, e nelle aree CA1 e CA3 dell'ippocampo
di ratti adulti (110,113,114,115). Non si ha pero la stessa risposta
sull'ippocampo embrionale perché mentre l'aumento dell'estradiolo
promuove la proliferazione dendritica i livelli di BDNF sono ridotti
(116). Per cui nei giovani ratti il rapporto tra BDNF ed estradiolo € in
pratica diverso.

Questo concetto e stato ulteriormente approfondito dagli studi di
Solum e Handa (110): la gonadectomia di giovani ratti maschi porta
ad una riduzione dei livelli di BDNF mRNA ma non ad una
diminuzione dei livelli di proteina (110). Ne consegue da cio che la
regolazione estrogenica del BDNF e eta dipendente.
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Inoltre i livelli di BDNF mRNA non sempre correlano con i livelli
di proteina; infatti durante il proestro si evidenziano bassi livelli di
BDNF mRNA e alti livelli di proteina, al contrario della fase estrale
dove si hanno alti livelli di BDNF mRNA e bassi livelli di BDNF
proteina (114).

Il fatto che le cellule “granulari” in grado di esprimere alti livelli di
BDNF durante il ciclo estrale non possiedano recettori ER porta a
formulare [l'ipotesi di un altro tipo di modulazione estrogenica sul
BDNF. In realta gli interneuroni gabaergici che circondano le cellule
granulari esprimono recettori ER per cui una regolazione del BDNF
puo avvenire anche tramite queste cellule (102). Ovvero gli estrogeni
iperpolarizzando le cellule gabaergiche ne inibiscono il rilascio di
GABA cosi i neuroni granulari non sono a loro volta inibiti e sono liberi
di produrre BDNF (93) suggerendo in questo modo un meccanismo di
regolazione indiretta.

Recenti ricerche hanno dimostrato una stretta correlazione tra
assetto ormonale e livelli plasmatici di BDNF.

Gli ormoni steroidei influenzano I'espressione del BDNF. | livelli
circolanti delle neurotropine sono influenzati dalle varie fasi del ciclo
mestruale, dalla menopausa e dalla somministrazione esogena di
steroidi sessuali. Lo studio ha preso in esame donne fertili con cicli
regolari, donne in amenorrea e donne in menopausa (117). | risultati
ottenuti hanno dimostrato un piu marcato aumento dei livelli
plasmatici di BDNF in fase luteale rispetto alla fase follicolare (in
donne con cicli mestruali regolari). In particolare il BDNF segue lo

stesso andamento dell'estradiolo con bassi livelli nei primi giorni del
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ciclo e con picco massimo preovulatorio di poco precedente al picco
dellLH (in fase follicolare). Al sedicesimo/diciassettesimo giorno
invece entrambi subiscono un decremento per poi riaumentare in fase
luteale al ventesimo/ventiquattresimo giorno. Anche se la precisa
origine dell'incremento in fase luteale non €& del tutto chiarita si puo
supporre una produzione locale da parte del corpo luteo (118,119) o
dell'endometrio come gia riportato nei ratti (120). Vi sono inoltre studi
che riportano variazioni dei livelli di BDNF mRNA nell’ippocampo di
ratto durante il ciclo estrale (121).

Invece in donne in amenorrea i livelli di BDNF sono risultati piu
bassi dei livelli sia delle donne in fase follicolare che delle donne in
postmenopausa. Infine nel gruppo delle donne in postmenopausa i
livelli della neurotrofina sono notevolmente ridotti ma subiscono un
significativo aumento dopo sei mesi di assunzione di terapia ormonale
sostitutiva; questo puo spiegare la maggiore incidenza di patologie
psichiatriche (depressione) e neurodegenerative (Alzheimer e
Parkinson) in postmenopausa (122-124).

Anche i glucocorticoidi sono coinvolti nella regolazione del
BDNF(125,126). Un recente studio ha mostrato che il cortisolo
esercita funzioni regolatorie specifiche e differenti sull'ippocampo di
ratto a seconda dei recettore sul quale agisce (127). Stimoli esogeni
come l'esercizio fisico (128) e I'esposizione alla luce (129) possono
influenzare la espressione del BDNF in particolare a livello della
corteccia e dell'ippocampo nel ratto (130); inoltre diversi studi hanno
indicato variazioni cicliche nell’espressione del rec trkB e nel BDNF
durante le 24 h (130-132). Recentemente € stato ipotizzato che |l
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BDNF possa essere coinvolto nella regolazione dell’attivita del nucleo
soprachiasmatico. Il NSC rappresenta l'oscillatore endogeno e |l
primordiale  orologio biologico nei mammiferi (133). Piu
specificatamente il NSC e il pacemaker centrale che genera e
controlla le oscillazioni circadiane endogene di ormoni come |l
cortisolo e le gonadotropine (134) In un precedente studio e stata
evidenziata una correlazione tra il BDNF e le variazioni circadiane del
cortisolo negli uomini avendo dimostrato un profilo di secrezione del

BDNF simile a quello del cortisolo (135)

SCOPO DELLO STUDIO

In conseguenza dellimportante ruolo che sembra esercitare |l
BDNF nei processi adattativi lo scopo dello studio & stato quello di
verificare

* se il BDNF nelle donne presenti un ritmo circadiano simile
a quello riscontrato nei maschi

* se esso eventualmente correli con quello del cortisolo e

 se lo stato ormonale influenzi le variazioni diurne del
BDNF e del cortisolo.

A tale proposito sono state valutate le concentrazioni

plasmatiche del cortisolo e del BDNF in differenti condizioni

ormonali come nella fase follicolare e luteale del ciclo mestruale
in donne normo mestruale, nella condizione di inibizione
dell’asse ipotalamo-ipofisi-ovaio come in donne in terapia
contraccettiva orale ed in una condizione di ipoestrogenismo

come la postmenopausa.

31



MATERIALI E METODI

Soggetti

Sono state arruolate nello studio 30 donne di eta compresa tra

20 e 68 anni, normopeso (BMI compreso tra 20.2 e 24.8 Kg/mq) che

afferivano all’ambulatorio della divisione di Ginecologia ed Ostetricia

del nostro ospedale. Lo studio e stato disegnato in maniera tale che si

creassero tre gruppi:

gruppo 1: 10 donne in eta fertile di eta compresa trai 20 ed i 33
anni (media £SD=25.6 + 3.2 anni) con indice di massa corporea
(BMI) compreso tra 20.5 e 23.6 Kg/mg con cicli mestruali
regolari e che non stavano eseguendo nessuna terapia
ormonale;

gruppo 2: 10 donne in eta fertile di eta compresa trai 20 ed i 32
anni (media £SD=25.7 + 3.8 anni) con indice di massa corporea
(BMI) compreso tra 20.2 e 24.1 Kg/mq che stavano eseguendo
terapia ormonale combinata continua a base di 20 ug di etinil
estradiolo e 3 mg di Drospirenone

gruppo 3: 10 donne in postmenopausa di eta compresa 50 ed i
68 anni (media £SD=56.8 £ 4.6 anni) con indice di massa
corporea (BMI) compreso tra 21.3 e 24.8 Kg/mg che non

stavano eseguendo nessuna terapia ormonale;
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Tutte le pazienti hanno aderito spontaneamente al protocollo di studio
dando il loro consenso informato, dopo che lo stesso era stato loro
dettagliatamente spiegato. La ricerca é stata approvata dal Comitato
Etico della Facolta di Medicina e Chirurgia dell’'Universita di Pisa.
Ogni donna, prima dell’arruolamento, e stata sottoposta ad accurata
anamnesi (eta, peso, altezza,assunzione regolare di farmaci), esame
obiettivo ed esami ematochimici di routine. Criteri di esclusione dallo
studio sono stati: malattie acute in atto, patologie croniche (diabete,
BPCO, ipertensione arteriosa), allergie, assunzione abituale di
farmaci (compresi farmaci attivi sul sistema nervoso centrale e
antiinflammatori), storia personale e/o familiare di endocrinopatie, cosi
come di disturbi psichiatrici o neurologici.

Tutte le donne in eta fertile incluse nello studio presentavano
cicli mestruali di durata regolare (28 + 2 giorni), e tutte avevano cicli
ovulatori. Per accertare I'avvenuta ovulazione ci siamo avvalsi della
misurazione dei livelli circolanti di progesterone in ventunesima
giornata del ciclo, considerando come cut-off una concentrazione

plasmatica = 10.0 ng/ml.

Protocollo

Nel primo gruppo di pazienti (fertili normomestruate senza
nessuna terapia) sono stati eseguiti due prelievi, uno in fase follicolare
(6-8° giornata del ciclo) ed uno in fase luteale (2 0-24° giornata del
ciclo) del ciclo mestruale; nel secondo (donne fertli in terapia EP) e
nel terzo (donne in postmenopausa) gruppo le pazienti sono state

studiate solo una volta in tutto il periodo di studio; in particolare nel
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secondo gruppo (donne fertili sotto terapia EP) le pazienti sono state
studiate tra il 6 e I'8 giorno di pillola.

Ogni donna é stato sottoposta a prelievo di sangue venoso dalla
vena antecubitale, al mattino a digiuno. Il prelievo é stato effettuato
sempre allo stesso orario (approssimativamente 8 del mattino) per la
valutazione dei livelli di BDNF, estradiolo, progesterone e cortisolo.
Inoltre tutte le pazienti arruolate nello studio sono state sottoposte a
prelievi seriati ogni 4 ore per 24 ore per un totale di 5 prelievi (ore 8,
12, 16, 20, 24) per la determinazione dei livelli circolanti di BDNF e
cortisolo.

| campioni sono stati raccolti in ghiaccio, utilizzando provette da
3 ml contenenti EDTA (Vacutest Kima s.r.l., Arzergrande, Italy).
Immediatamente dopo il prelievo, si & proceduto alla centrifugazione
dei campioni in centrifuga refrigerata (4C), a 2500 giri per quindici
minuti. Il plasma cosi ottenuto & stato suddiviso in aliquote di 1 ml e

conservato in congelatore a -80C fino al momento d el dosaggio.

Dosaggio del BDNF

La determinazione dei livelli plasmatici di BDNF & stata
effettuata tramite metodica ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay), avvalendoci di un kit disponibile in commercio (BDNF Emax
Immunoassay System, Promega, USA). Il dosaggio & stato eseguito
previa diluizione 1:4 dei campioni di plasma con tampone Block &
Sample, cosi come prevede la metodica.

In breve, la metodica di dosaggio si articola nei seguenti passaggi:
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. Incubazione overnight a 4C dell'anticorpo monoc lonale (mAb)
anti-BDNF, su apposita piastra per dosaggi immunologici a 96
pozzetti (Iwaki).

. Bloccaggio aspecifico della piastra suddetta con tampone Block
& Sample.

. Aggiunta del BDNF standard e dei campioni ed incubazione in
agitatore per due ore a temperatura ambiente.

. Aggiunta dell'anticorpo policlonale (pAb) anti-BDNF umano,
incubazione, in agitatore, per un’ora a temperatura ambiente.

. Aggiunta dell’ anti-lgY derivata da cavallo coniugata a
perossidasi. Incubazione per un’ora a temperatura ambiente e
successiva aggiunta di TMB One Solution (incubazione per 10
minuti) per consentire lo sviluppo del colore.

. Aggiunta di HCI 1 N (stop solution).

. Lettura dell’'assorbanza a 450 nm. La concentrazione di BDNF
dei campioni viene determinata automaticamente, tramite
confronto dei suddetti con la curva standard (valori di BDNF
compresi nel range 7.8-500 pg/ml).

Tra i passaggi 1-2, 2-3, 3-4, 4-5 sono stati effettuati lavaggi ripetuti

della piastra con tampone di lavaggio TBST.

L’intera procedura é stata effettuata grazie ad uno strumento semi-

automatico (Basic Radim Immunoassay Operator, “BRIO”, Radim,

Italia) collegato ad un lettore di densita ottica. | risultati sono stati

infine analizzati tramite sistema computerizzato collegato al BRIO.
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Dosaggio di estradiolo, progesterone, cortisolo

Le concentrazioni plasmatiche di E2, P e cortisolo sono state
determinate con metodica radioimmunologica (RIA) utilizzando kits
disponibili in commercio (Radim, Pomezia, Italia).

La sensibilita dei dosaggi era rispettivamente di 10 pg/ml per I'E2,
0.12 ng/ml per il P, 0.90 pg/L per il cortisolo.

| coefficienti di variazione intra- ed inter-assay erano, rispettivamente,
2.1% e 4.2% per 'E2, 4.2% e 7.8% per il progesterone,2.6 % e 8%
per il cortisolo.

Parametri utilizzati ed analisi statistica

Le concentrazioni plasmatiche di BDNF ed estradiolo sono state
espresse in pg/ml, mentre del cortisolo sono state espresse in ug/L..
Tutti i dati, riportati come media £ deviazione standard (SD), sono
stati analizzati con analisi della varianza (one-way ANOVA), come
appropriato. | confronti tra gruppi sono stati effettuati tramite il test di
Bonferroni. Infine é stato calcolato un indice di correlazione (indice di
Pearson) tra i livelli plasmatici di BDNF e quelli degli steroidi sessuali

(E2, P) nelle varie fasi del ciclo mestruale.

36



RISULTATI

Livelli basali di BDNF ed estradiolo

Nelle donne con cicli mestruali regolari (I°gruppo) i livelli
circolanti di BDNF ed estradiolo risultano essere significativamente
piu elevati in fase luteale rispetto alla fase follicolare (p<0.001). Le
donne in terapia estroprogestinica (2°gruppo) most rano livelli
plasmatici di estradiolo significamene inferiori rispetto alle donne fertili
durante la fase follicolare del ciclo mestruale (p<0.01), mentre
nessuna differenza statisticamente significativa € stata osservata per
guello che riguarda i livelli plasmatici di BDNF tra le donne in terapia
EP e le fertili in fase follicolare. Nelle donne in postmenopausa (3°
gruppo) i livelli plasmatici di BDNF ed estradiolo sono risultati
statisticamente inferiori rispetto ai livelli della fase follicolare nelle
donne fertili (p<0.001) (fig.1).

Nelle donne fertili (1°gruppo) é stata riscontata una
correlazione positiva tra i livelli di BDNF ed estradiolo (r=0.883,
p<0.0001)(fig.6) mentre questa correlazione non risulta
statisticamente significativa se consideriamo le donne in terapia EP
(2°gruppo) ed in postmenopausa (3°gruppo) (r=0.30 92 e r=-0.4778,
rispettivamente fig 7-8).
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Variazioni circadiane in fase follicolare

I livelli plasmatici di BDNF cosi come quelli di cortisolo
decrescono durante la giornata, con i valori piu alti osservati alle 8:00
(438.6x21.45 per il BDNF e 177.7+13.21 per il cortisolo) mentre valori
piu bassi osservati a mezzanotte (292.6+12.73 per il BDNF e
108.2+3.58 per il cortisolo)

In particolare, i livelli di BDNF misurati alle 20.00 erano
significamene piu bassi rispetto a quelli misurati al mattino (p<0.001
versus 8:00). La tendenza del decremento dei valori di cortisolo,
acquista valore statistico, se comparati con i livelli alle 8.00, a partire
dalle ore 16.0 (p<0.01 VERSUS 8:00) (FIG 2A e 2B).

Variazioni circadiane durante la fase luteale

Non si sono osservate variazioni significative dei livelli di BDNF
durante la fase luteale di donne regolarmente mestruale (fig. 3A).
Al contrario, i livelli di cortisolo hanno mostrato una tendenza a
diminuire in fase luteale cosi come in fase follicolare, mantenendo lo
stesso trend che raggiunge una significativita statistica a partire dalle
16.00 (p<0.001 versus 8:00) (Fig. 3B).
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Variazioni circadiane in donne in terapia con

estroprogestinici

Nelle donne in terapia con estroprogestinici, i valori di BDNF
hanno dimostrato una lieve tendenza a diminuire durante il giorno,
raggiungendo un significato statistico alle 16.00 (p<0.01), similmente
alla fase follicolare di donne non in terapia.
| livelli di cortisolo hanno dimostrato una tendenza a diminuire,
raggiungendo un significato statistico alle 24.00 rispetto ai valori
misurati al mattino (p<0.01 alle 24.00 versus 8.00) (Fig. 4A e 4B).

Variazioni circadiane in donne in epoca postmenopau sale.

Durante la menopausa, sia i livelli di BDNF che quelli di

cortisolo, hanno dimostrato livelli statisticamente significativi piu bassi
durante il giorno.
In particolare, questa tendenza, raggiunge la massima significativita
alle 20.00 (p<0.01 versus 8.00., quando anche i livelli di cortisolo
erano notevolmente ridotti rispetto a quelli del mattino (p<0.01 alle
12.00, p<0.001 alle 16.00 alle 20.00, alle 24.00 versus 8.00 (Fig. 5A e
5B).
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DISCUSSIONE

Per quello che concerne la valutazione dei livelli basali di BDNF
il presente studio conferma i nostri precedenti risultati che indicavano
che i valori plasmatici di BDNF variano durante il ciclo mestruale nelle
donne fertili raggiungento valori significativamente (p<0.001) piu alti in
fase luteale rispetto alla fase follicolare e decrescono in
postmenopausa (p<0.001), con un significativo indice di correlazione
con i livelli circolanti di estradiolo e progesterone (117).
Le donne in terapia EP mostrano livelli di BDNF nel solito range delle
donne fertili in fase follicolare nonostante la terapia EP riduca
significativamente (p<0.01) i livelli di estradiolo rispetto a quelli
riscontrati in fase follicolare delle donne fertili.
Questi risultati sono in linea con dati di precedenti lavori dove
avevamo riscontrato che

a) nelle pazienti con amenorrea ipotalamica i livelli plasmatici di

BDNF ed estradiolo risultano significativamente (p<0.001)

inferiori rispetto alle donne fertili in fase follicolare

b) nelle donne in terapia EP (20microgrammi di EE2 e 3 mg di

drospirenone) l'etinilestradiolo era in grado di mantenere livelli

plasmatici di BDNF nel range delle donne fertili e

c) la terapia EP era capace perfino di ripristinare i valori

plasmatici di BDNF intorno a valori fisiologici nelle donne affette

da ipoestrogenismo.
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Il presente studio dimostra che i livelli plasmatici di BDNF
presentano variazioni circadiane nelle donne, con un’ampiezza che
varia a seconda dello stato ormonale, con pattern analogo al ritmo
circadiano del cortisolo cosi come gia dimostrato per gli uomini (135).
In particolare durante la fase follicolare ed in postmenopausa le
donne mostrano livelli plasmatici di BDNF maggiori alle 8 della
mattina, a cui fa seguito un sostanziale decremento durante il giorno
con valori significativamente piu bassi (p<0.001 e p<0.01
rispettivamente) a partire dalle ore 20:00 e minimi riscontrati a
mezzanotte .

Le donne in trattamento EP mostrano anch’esse variazioni diurne dei
livelli di BDNF simili a quelle osservate negli altri gruppi con un picco
alle ore 8:00 ed una progressiva riduzione dei livelli di BDNF che
risulta statisticamente significativa (p<0.01) a partire dalle 16:00 in
avanti.

Questi risultati ci fanno concludere che esistono fisiologiche variazioni
diurne di questa neurotropina che possono essere ricondotte ad un
modello di secrezione circadiana della stessa. E’' stato infatti
dimostrato che il BDNF ha una corta emivita plasmatica (t1/2=0.92
min) (145) per cui sarebbe ipotizzabile che venga secreto con un
ritmo pulsatorio che e caratterizzato da una progressiva diminuzione

dellampiezza dei pulses durante il giorno.
Benché i livelli plasmatici assoluti di BDNF varino nei 3 gruppi di

studio il ritmo circadiano rimane conservato indipendente dalla quota

estrogenica endogena e dal trattamento estroprogestinico esogeno.
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Questi risultati suggeriscono percio che il processo d’invecchiamneto
ed il melieu ormonale estrogenico possano influenzare la produzione
e la secrezione del BDNF, determinando la differenza tra le quote
assolute riscontrate, senza  modificare perdo il meccanismo
responsabile della generazione del ritmo circadiano.

Le donne fertili valutate in fase Iuteale non mostrano alcuna
variazione diurna nella secrezione di BDNF come indicato dagli alti
valori riscontati durante tutto il giorno. Come da noi precedentemente
dimostrato infatti, nella media fase luteale si assiste ad un
significativo(p<0.001) aumento dei livelli di BDNF con una
correlazione positiva con i valori di progesterone (117). Benché il
meccanismo preciso con cui accada ci0 non sia completamente
chiarito, si puo suggerire che gli alti valori di BDNF riscontati in fase
luteale possano essere dovuti ad una specifica produzione locale da
parte del corpo luteo e dellendometrio secretivo (136). Questa
addizionale quota di derivazione periferica, correlata alla produzione
del progesterone, sarebbe responsabile del raddoppiamento dei livelli
di BDNF rispetto alla fase follicolare.

Potremmo supporre che i livelli basali di BDNF e le variazioni diurne
dello stesso osservate durante la fase follicolare, riflettano il ritmo di
produzione e secrezione della neurotropina da parte del SNC, mentre
durante la fase luteale queste fluttuazioni potrebbero venire nascoste
da una maggiore produzione periferica di BDNF, da parte del corpo
luteo e dellendometrio. A conferma di cio, infatti, nelle donne in

terapia estroprogestinica, dove chiaramente non si ha lo sviluppo di
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corpo luteo e la conseguente trasformazione secretiva endometriale,
sono conservate le variazioni circadiane di BDNF.

Recenti osservazioni sulla presenza di recettori per gli estrogeni ed il
progesterone sul nucleo soprachiasmatico (NSC) associato alla
capacita da parte degli steroidi sessuali di modulare I'espressione di
uno dei Period geni (Per2) sul NSC suggeriscono perd anche
l'interessante possibilita che il progesterone di per sé possa
influenzare direttamente le fluttuazioni circadiane del BDNF. Infatti
funzioni come il sonno, la temperatura corporea e la risposta allo
stress, che sono tutte sotto il controllo del NSC, mostrano un ritmo
circadiano nella fase follicolare del ciclo mestruale che non € piu
presente in fase luteale (137). E’ stata percio ipotizzata un’influenza
diretta del progesterone sul generatore centrale del ritmo circadiano
del BDNF. E’ stato inoltre dimostrato che [I'allopregnanolone
(metabolica neuroattivo del progesterone) aumenta il contenuto di
BDNF nell'ipotalamo, nellamigdala e nell'ippocampo, con
concomitante rilascio di CRH e dell'elevazione della produzione di
ACTH e corticosterone.

Questi dati indicano una correlazione diretta fra i livelli di BDNF e
progesterone e l'attivita del sistema ipotalamo ipofisi surrene (138).

E’ stato chiaramente dimostrato il ruolo del BDNF nella risposta allo
stress. Numerosi studi hanno infatti dimostrato che intervengono
variazioni dei livelli di BDNF durante il giorno, con valori piu alti
durante i periodi di attivita e quando gli individui si trovano sotto stress

e quando si ritrovano a riposo (130,139).
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Il BDNF potrebbe avere un ruolo nel ripristinare il pool ormonale
ipotalamico dopo che vari fattori ne hanno alterato 'omeostasi e
potrebbe modulare il rilascio del CRH nel sistema portale (140).

Il presente studio indica una correlazione tra i livelli giornalieri di
BDNF e cortisolo e corrobora lipotesi di una co-regolazione tra
cortisolo, BDNF ed ormoni sessuali. Questa correlazione suggerisce
I'affascinante possibilitd che il tono glucocorticoide e neutrofico
possano giocare un ruolo sinergico nellomeostasi delle funzioni
cerebrali. Inoltre, la scomparsa delle fluttuazioni in fase Ilutale
associata alla mancanza di correlazione con il cortisolo (il cui ritmo
circadiano risulta conservato anche in fase luteale) potrebbe essere
indicativa di un meccanismo che produrrebbe una disregolazione
neuroendocrina nella seconda meta del ciclo in donne vulnerabili, cosi
da predisporre alla sindrome premestruale.

Si sa, da precedenti lavori, che il premenstrual disforic disorder, e
associato ad un’alterata regolazione dei ritmi circadiani del NSC ed
all'attivazione del sistema ipotalamo ipofisi surrene (141). Si sa inoltre
che Tluso dell’estroprogestinico ha dimostrato migliorare la
sintomatologia in queste pazienti. (142,143). Nessun dato e al
momento disponibile per cido che riguarda le fluttuazioni dei livelli di
BDNF nella sindrome premestruale, comunque le evidenze che la
terapia EP possa modificare alcune funzioni del NSC come il BDNF,
suggeriscono ipotesi interessanti che potrebbero essere analizzate in
futuro (134). Il presente studio mostra qualche limitazione che ci
suggerisce di interpretare cautamente tali dati. Ad esempio il

campione studiato e esiguo e per la definizione della fase luteale
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abbiamo fatto riferimento ad una stabilita giornata del ciclo (20-249
basandoci sulla regolarita della mestruazione (che comunque € stata
in tutti i casi rispettata) e non ad un determinato giorno a partire dal
picco dell'LH, come sarebbe stato piu preciso e meglio confrontabile.

Inoltre I'assenza di campioni di sangue prelevati durante la notte puo
aver impedito l'osservazione di importanti fluttuazioni del BDNF
durante la notte; € comunque dimostrato che le fase di sleep-wake
modifichino il contenuto cerebrale di BDNF, come dimostrato dai suoi

bassi livelli durante il sonno e massimi livelli durante la veglia (144).

CONCLUSIONI

In conclusione il presente studio indica che il BDNF mostra nelle
donne un ritmo diurno che é in qualche modo analogo alle fluttuazioni
del cortisolo e che l'ampiezza delle fluttuazioni € modulata dalla
funzione ovarica. Informazioni sulle interazioni tra BDNF, asse
ipotalamo-ipofisi-surrene e steroidi sessuali sono fondamentali per
migliorare la nostra capacita di comprensione della biologia
dellomeostasi e dell’adattamento umano.
Ulteriori studi dovranno comunque essere approntati per chiarire se

esiste una interrelazione tra questi due sistemi.
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LEGENDA DELLE FIGURE

Figura 1. Concentrazioni plasmatiche di estradiolo (E2) e BDNF durante
la fase follicolare (FP) e luteale (LP) di donne normalmente mestruate, in
terapia contraccettiva orale (OC) ed in postmenopausa.
**p<0.01**p<0.001 versus FP

Figura 2. Variazioni circadiane dei livelli plasmatici di BDNF (A) e cortisolo
(B) nel gruppo di donne fertili in fase follicolare del ciclo mestruale
**p<0.01, ** p <0.001 versus 8:00.; *p<0.01. °°p<0.001 versus 12
a.m., 8 p<0.05, 88 p<0.01 versus 16:00

Figura 3 Variazioni circadiane dei livelli plasmatici di BDNF (A) e cortisolo
(B) nel gruppo di donne fertili in fase luteale del ciclo mestruale

** p < 0.001 versus 8 a.m. °p<0.05. °* p<0.001 versus 12:00; §88§
p<0.001 versus 16:00.

Figura 4. Variazioni circadiane dei livelli plasmatici di BDNF (A) e cortisolo
(B) nel gruppo di donne in terapia contraccettiva orale (OC).

** p<0.01, *** p<0.001 versus 8:00; °p<0.05, °° p<0.001 versus 12:00.; §
p<0.05 versus 16:00.

Figura 5. Variazioni circadiane dei livelli plasmatici di BDNF (A) e cortisolo
(B) nel gruppo di donne in postmenopausa
* p<0.05, *** p<0.001 versus 8:00, *° p<0.01. ** p<0.001 versus 12:00.

Figura 6. Confronto tra le variazioni circadiane dei livelli plasmatici di
BDNF (A) e di cortisolo (B) in tutta la popolazione in studio.

Figura 7. Correlazione tra estradiolo (E2) e BDNF in donne in terapia
contraccettiva orale OC

Figura 8. Correlazione tra estradiolo (E2) e BDNF in donne in
postmenopausa
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Figura 1. C di (E2) e BDNF durante la fase follicolare (FP) e luteale (LP) di
donne in terapia iva orale (OC) ed in postmenopausa. ** p < 0.01 **p <

0.001 versus FP
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Fig. 2
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Figura 2. i dei livelli ici di BDNF (A) e cortisolo (B) nel gruppo di donne fertili in fase follicolare

del ciclo mestruale ** p <0.01,
versus 16:00

**+p < 0.001 versus 8:00.; *p<0.01. “*p<0.001 versus 12 a.m., § p<0.05, §§ p<0.01
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Figure 3. dei livelli

Fig. 3

B

i di BDNF (A) e cortisolo (B) nel gruppo di donne fertili in fase luteale
del ciclo mestruale ** p < 0.001 versus 8 a.m. °p<0.05. “* p<0.001 versus 12:00; §§8p<0.001 versus 16:00.

73



Fig. 4
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Figure 4. iazioni cil I dei livelli ici di BDNF (A) e cortisolo (B) nel gruppo di donne in terapia contraccettiva

orale (OC). ** p<0.01, ** p<0.001 versus 8:00; °p<0.05, **p<0.001 versus 12:00.; § p<0.05 versus 16:00.
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Fig. 5
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Figure 5. iazioni cil iane dei livelli ici di BDNF (A) e cortisolo (B) nel gruppo di donne in postmenopausa

* p<0.05, *** p<0.001 versus 8:00, * p<0.01. ** p<0.001 versus 12:00.
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Correlation E2/BDNF during the fertile cycle

E2 BDNF
(pg/ml) | (pg/ml)
68 468
77 518
59 329
86 516
101 371
93 385
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98 392
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261 988
319 1021
282 1111
201 1216
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0 100 200 300 400
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r=0.883

Figura 6. Correlazione tra le variazioni circadiane dei livelli plasmatici di
BDNF (A) e di cortisolo (B) in tutta la popolazione in studio.

Fig. 6
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Fig. 7

Correlation E2/BDNF in OC women

E2 BDNF
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Figure 7. Correlazione tra estradiolo (E2) e BDNF in donne in terapia

contraccettiva orale (OC).
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Fig. 8

Correlation E2/BDNF in menopausal women
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Figura 8. Correlazione tra estradiolo (E2) e BDNF in donne in postmenopausa

78



