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1. RIASSUNTO

Tra le patologie dell'anziano, le demenze rappresenuno dei problemi sanitari principali.
Circa il 70% dei casi di demenza é rappresentdtandebo di Alzheimer (AD), una patologia
cerebrale a carattere neurodegenerativo, la cwiafmeza € stimata essere in aumento nel
corso dei decenni. La caratteristica neuropatofogiti comune e distintiva della AD é
rappresentata delle placche i\ (B-amiloide), che, con la loro deposizione, costiars
I'elemento chiave per l'innesco di processi ossuilag pro-infiammatori da parte della
microglia attivata. L'interazione, infatti, tra meglia attivata e placche @A induce |l
rilascio di citochine pro-inflammatorie, come l'arteuchina-6 (IL-6), o di fattori neurotossici,
come iltumor necrosis factorr (TNF-a), e stimola I'espressione, da parte della miceogli
stessa, di alcuni recett@cavengerdeputati alla rimozione delle placche, tra cuptateina
multifunzionale di classe B tipo | (SRBI) CD36.

Attualmente una diagnosi certa di AD & possibiléo smediante analispost mortemdel
tessuto cerebrale: per questo motivo negli ultinmiaono stati ricercati ed individuati degli
indicatori biologici ed ormonali di malattia, chetpssero essere utili nella diagnosi precoce
di AD. Tali indicatori sono espressi anche dai taait periferici, cellule di facile reperibilita
che sintetizzano virtualmente tutti gli ormoni edoirrispettivi recettori, che sono sottoposti
agli stessi meccanismi regolatori cui soggiacciaqeelli localizzati in aree cerebrali
inaccessibiliin vivo. Alla luce di cio, i leucociti rappresenterebbeutli elementi spia
periferici per studiare le modificazioni che sitansrano a livello cerebrale. In particolare, e
stato recentemente dimostrato che I'espressionmdgaria di CD36 € significativamente
ridotta nei pazienti con AD; poiché tale riduzimienstaura molto precocemente, essendo gia
presente nei soggetti con decadimento cognitiveeligVCl), CD36 puo0 rappresentare un
indicatore precoce di aumentato rischio di neuredegazione.

Studi epidemiologici hanno evidenziato una maggionoiddenza della AD negli individui di
sesso femminile. Una possibile causa di tale femoree rappresentata dalle modificazioni
delle funzioni endocrine, che insorgono durantidasizione menopausale e che configurano
un assetto ormonale predisponente alla neurodesy@ore. E’ dimostrato in letteratura che
gli estrogeni esercitino un’azione neuroprotetevaeurotrofica legandosi a specifici recettori,
presenti in due isoforme (Eé&k-ed ERB), e che in corso di AD prevengano la formazione
delle fibrille di BA, inibiscano la reazione inflammatoria, consegaeaila loro deposizione, e
proteggano le cellule dalla loro azione citotossica diminuita secrezione di estrogeni in
epoca post-menopausale, infatti, € correlata iaveente con la “salute cerebrale” e
direttamente con I'entita del deterioramento cagait
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Un altro ormone sessuale femminile, il progester@®mbra svolgere molteplici funzioni

centrali non legate alla funzione riproduttivarégolazione dei processi cognitivi, la funzione

mitocondriale della cellula neuronale, la neurogeree la riparazione del tessuto nervoso
danneggiato. Le risposte neuronali regolate dajgsterone sono mediate dai recettori PR-A

e PR-B, incluse alcune varianti derivatesgéicing alternativo del gene di PR.

A livello del sistema nervoso centrale (SNC), quimgti estrogeni e il progesterone agiscono

di concerto nel regolare diverse funzioni neurqraime la neuroprotezione e diversi processi

cognitivi. Il gene di PR contiene sequenze pronetoapaci di legare ER; pertanto,

I'espressione genica di PR presuppone l'esistenanal(efficiente) stimolazione estrogenica.

E stata, inoltre, dimostrata I'esistenza di puntcahvergenza tra isignaling intracellulare

degli estrogeni e quello del fattore di crescitsulmo-simile di tipo 1 (IGF-1), un

neuromodulatore che regola la plasticita sinaptita coinvolto nella risposta riparativa del
tessuto neuronale agli insulti citolesivi, garani@mprotezione nei confronti dei processi
neurodegenerativi.

In base a tali presupposti, nel presente lavortesii si € deciso di valutare I'espressione

leucocitaria di alcuni parametri biologici, per gm@ndere come vari il bilancio netto tra le

influenze ormonali neuroprotettive e proneurotdssicel corso della vita, focalizzando
l'interesse sulla fase di transizione menopaugsapdo critico della vita femminile durante

il quale possono verificarsi condizioni predispamehia neurodegenerazione.

Per lo studio sono stati reclutati, per entrambessi, sia soggetti sani di controllo, di eta

compresa tra 20 e 91 anni, sia pazienti affettA@a Tutte le persone arruolate sono state

sottoposte a prelievo di sangue, dal quale soriostéati i leucociti ed il plasma. Con tecnica

RT-PCR é stata analizzata I'espressione di CD36gHER, PR-A/B, IGF-R1 ed IL-6 sui

leucociti e, mediante dosaggio RIA od ELISA, ildlio di estradiolo, progesterone, IGF-1 ed

IL-6 nel plasma, con i seguenti risultati:

e come atteso, I'espressione leucocitaria di CD36sepaificativamente ridotta nei pazienti
AD rispetto ai controlli sia giovani che anziannoltre, mentre nei maschi sani
I'espressione non si modificava con I'eta, nellemi® essa subiva una notevole riduzione
nel periodo corrispondente alla transizione mensaleu(decade di eta compresa tra 51 e
60 anni), per poi tornare a livelli normali nei gegfi piu anziani; molto interessante era
I'osservazione che nelle donne con AD i valori eraimili a quelli riscontrati nelle donne
in peri-menopausa.

» |'espressione leucocitaria di ElRed ERB nelle donne di eta compresa tra 51 e 60 anni

aumentava significativamente, mentre negli uomimaneva quasi costante nel corso
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della vita e. nei pazienti AD di entrambi i sessnrvariava rispetto ai soggetti sani di eta
paragonabile.

I'espressione leucocitaria di PR-A/B negli uomiansera inferiore rispetto alle donne di
pari etd e progressivamente aumentava fino a raggie un picco nella decade di eta
compresa tra 41 e 50 anni, dopo di che si riducesléa successiva decade per poi
rimanere stabile con 'aumentare dell’eta. Nellam® invece, si osservava un andamento
bifasico con un minimo nei soggetti appartenen# decade 41-50 e valori maggiori nei
soggetti piu giovani e piu anziani. Di nuovo nekieati AD di entrambi i sessi non si
osservavano differenze rispetto ai soggetti sasta@lparagonabile.

I'espressione leucocitaria di IGF-1R nei contradli sesso maschile diminuiva con
'aumentare dell’eta, mentre nelle donne questcaar@hto era meno evidente. Solo nei
pazienti AD di sesso maschile I'espressione di KRera significativamente maggiore di
guella dei soggetti sani dello stesso sesso.

I'espressione leucocitaria di IL-6 nella popolazatontrollo risultava costante per ogni
fascia d’eta per gli uomini e con un brusco aumerglta decade compresa tra 51 e 60
anni per le donne. Nei pazienti AD di entrambi ssd’espressione di IL-6 era inferiore
rispetto ai controlli sani di eta paragonabile.

I livelli plasmatici di estradiolo e progesteronegh uomini sani non variavano in
funzione dell’eta. Al contrario, nelle donne san®sservava una riduzione significativa
di entrambi gli ormoni a partire dall'inizio dellmenopausa. Negli uomini AD i livelli di
estradiolo erano ridotti rispetto ai controlli, niennelle donne AD erano simili a quelli
dei controlli anziani di eta paragonabile.

I livelli plasmatici di IGF-1 progressivamente dimivano nei soggetti sani di entrambi i
sessi. Questa riduzione era non solo piu evidente,anche piu precoce nelle donne
rispetto agli uomini. | livelli di IGF-1 erano sidicativamente piu elevati nei pazienti AD
di entrambi i sessi rispetto ai soggetti contrdligari eta.

nessuno dei parametri biologici valutati era catlall’eta, tranne i livelli plasmatici di
estradiolo e progesterone nelle donne e quells&+1 in entrambi i sessi.

nella popolazione sana di entrambi i sessi si gasaruna correlazione diretta tra le
espressioni di ER-0 ERf e IL-6 e tra le concentrazioni di IGF-1 e I'esiese di IGF-
1R; quest’ultima nei pazienti AD non era statigtiegte significativa.

Per valutare il ruolo di IGF-1 nella transizionermmopausale, la popolazione femminile pre- e

post-menopausale é stata suddivisa nei gruppiieeti di IGF-1 normali o ridotti sulla base

di un cut-off predefinito: nel gruppo delle donmepre-menopausa con livelli normali di IGF-
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1 le concentrazioni plasmatiche di estradiolo enaositivamente correlate con I'espressione
leucocitaria di PR-A/B, ma questa associazionewsenieno quando era considerato il gruppo
con livelli ridotti di IGF-1. Al contrario, nelle@hne in post-menopausa con normali o ridotti
livelli di IGF-1 non si osservava alcuna correlamgostatisticamente significativa tra i due
parametri.

Sulla base di questi dati si puo affermare cheat fdi transizione menopausale rappresenti
una “finestra temporale critica” nella quale silgppa un assetto ormonale caratterizzato da
un forte sbilanciamento di diversi fattori ormonaldalla netta prevalenza delle influenze pro-
neurotossiche (in particolare, la riduzione delfatgzione esercitata dagli estrogeni, che,
anche in presenza di livelli normali di IGF-1, neono in grado di stimolare I'espressione di
PR-A/B e di ridurre la produzione di IL-6) rispettoquelle neuroprotettive. Cio potrebbe
rappresentare un elemento favorente lo svilupgwatiessi neurodegenerativi.

Alla luce di cio nella seconda parte di questo tavdi tesi si € deciso di indagaire vitro
I'efficacia degli estrogeni nel modificare, in senfvorevole, il bilancio fra le influenze
neuroprotettivess. quelle pro-neurotossiche (per es., riduzionéasglessione microgliale di
CD36, indotta da stimolazione con citochine). Pgesgo studio sono state utilizzate cellule
immortalizzate di microglia murina N9, che sonaetaattate con 1B-estradiolo e TNF,
secondo tempistiche diverse: I'estradiolo veniveogaima, dopo oppure insieme a TNE-
per valutare I'effetto di una somministrazione @z, tardiva o simultanea sull’espressione
di CD36. Come precedentemente detto, la sua ridazéoun fenomeno predisponente alla
malattia, tanto che TNE; una delle citochine maggiormente espresse inocdrsAD, ne
causava una riduzione significativa. Solo un traéato precoce con 1Festradiolo era in
grado di revertire I'effetto della citochina prdiamnatoria, dimostrando ['effettiva esistenza
di una finestra temporale in cui I'estrogeno svalgrio ruolo protettivo. Inoltre, poiché si sta
sempre piu diffondendo la tendenza alla prescreziah isoflavoni derivati dalla soia
(fitoestrogeni) per contrastare i fenomeni vasomotbot flushey che affiggono molte
donne nelle fasi precoci della menopausa, si @uite utile indagare I'eventuale capacita
neuroprotettiva di questi composti, valutando dfetti della terapia ormonale sostitutiva
(HRT) o di una terapia con fitoestrogeni sull’'egsiene di CD36, inteso come indicatore
biochimico precoce di aumentato rischio di demersia, medianteReal-time PCR, sia
mediante tecnica immunoistochimica. Per questastsmho state utilizzate delle ratte, divise
in 4 gruppi sperimentali: intatte + veicolo, ovati@mizzate + veicolo, ovariectomizzate + 17-
B-estradiolo ed ovariectomizzate + fitoestrogenoerivano valutati anche dei parametri di

avvenuto rimpiazzo estrogenico, con i seguentltaiu
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analisi del peso corporeo: esso era maggiore, catteso negli animali
ovariectomizzati , e lo stesso accadeva per gialiiche assumevano fitoestrogeni,
mentre gli animali intatti e quelli in terapia cestrogeno si mantenevano piu magri,
sebbene i pesi dei due gruppi di animali non fasssattamente sovrapponibili;
analisi del peso dell’utero: come atteso l'ovaoeti aveva indotto l'utero ad
atrofizzarsi , e lo stesso accadeva per quelledelite in terapia con fitoestrogeni,
mentre gli animali intatti o in terapia con estrogmostravano uteri trofici, sebbene,
di nuovo, vi fosse una certa discrepanza tra igtuppi;

analisi della densita minerale ossea femorale: caiteso I'ovariectomia riduceva la
densita ossea a livello del femore , intesoirsieoto sia a livello della diafisi e della
metafisi, e lo stesso avveniva per il fitoestrogenentre nel gruppo delle ratte intatte
o che assumevano estradiolo, 'osso non venivei&té ed i valori di densita dei due
gruppi erano pressoché sovrapponibili, fatta eccezper la diafisi;

livelli plasmatici di 17p-estradiolo: come atteso i livelli risultavano basslle ratte
ovariectomizzate o in terapia fitoestrogenica, meersi mantenevano elevati, ma
sempre non sovrapponibili, nelle ratte intatteroterapia estrogenica;

espressione genica cerebrale di CD36 (PCR): essduskeva significativamente sia
nell'ippocampo che nella corteccia fronto-tempomdde ratte ovariectomizzate e la
terapia con 1PB-estradiolo revertiva questo effetto, riportandaidivelli delle ratte
intatte;

espressione genica periferica di CD36: essa noavaatra i 4 gruppi sperimentali;
espressione proteica centrale di CD36 (immunoistoich): essa non si modificava
nei diversi gruppi sperimentali e tendeva a formdegli addensamentcl(ster9
attorno ai vasi;

espressione proteica cerebrale di GFAP (immundigtaca): come atteso gli animali
presentavano un evidente stato di gliosi eta-caiweima non sussistevano differenze
tra i vari gruppi;

espressione proteica cerebrale di Ferritina (immaiochimica): come atteso la
marcatura per questa proteina risultava quasi pperabile a quella per CD36, fatta

eccezione per le cellule endoteliali.

Alla luce dei risultati sul peso corporeo, sullute sullosso e sulle concentrazioni

plasmatiche di 1B-estradiolo ottenuti in questi animali si pud camdre che I'estrogeno

somministrato esogenamente ha sortito un effettealego simile, in alcuni casi, a quello

dell’estrogeno endogeno, contrastando lo statosipogenico, indotto dall’ovariectomia, e le
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conseguenze che ne derivano. Inoltre, in concomatason i dati ottenuti nell'uomo, si
riconferma uno sbilanciamento in corso di menopateyao fattori sfavorevoli, come la
riduzione di CD36, anche se tale riduzione appaemamevidente in innumoistochimica,
probabilmente per una differente sensibilita delktodica.

Infine, dato il ruolo ampiamente dimostrato inéetitura di CD36 nella patogenesi dellAD
ed al fine di testare la possibilita di un utilizkdguro di questo recettore come marcatore
biochimico precoce di malattia, & stata valutagspressione nel tempo di CD36 nei topi
APP23, riconosciuti valido modello sperimentalédd), sia mediante tecniddeal-timePCR

sia mediante immunoistochimica. A tal fine sondisitlizzati animali di 1,3,6,9 e 12 mesi
di eta, nei quali la deposizione di placche. iniateorno al sesto mese di eta; proprio in
concomitanza di questo evento CD36 raggiungevaagsimo della sua espressione, per poi
tornare a livelli inferiori, seppure non basala silivello di espressione genica sia a livello di
guella proteica.lnoltre, una controcolorazione tioflavina S, che marca le placche ds,A
ha permesso di evidenziare una correlazione inveasgueste e CD36, determinando per
guesto recettore un ruolo nella fase acuta di mnelaion il progredire della malattia, infatti,
CD36 si down-regolava.

In conclusione, I'effetto protettivo, esercitatogtieestrogeni nel contrastare la riduzione di
CD36, risulta essere dose e tempo-dipendenterédnaliia luce delle modificazioni di CD36,
che avvengono precocemente nella AD, esso sembeeilere un ruolo predittivo proprio

nella diagnosi di questa malattia.
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1. LA MALATTIA DI ALZHEIMER (AD)

AD ¢ una patologia a carattere degenerativo detrae nervoso centrale (SNC). Si tratta di
una forma di demenza corticale, che dagli studsettici clinico-patologici si configura
come la pit comune, una delle maggiori cause dibiita e mortalita nei Paesi ad elevato
tenore di vita (Aguero-Torrest al, 1998; Fig. 1.1.).

FIGURA 1.1. Prevalenza (%) delle diverse forme di demenze.

AD é stata descritta per la prima volta nel 190brdauropatologo Alois Alzheimer (1863-
1915) durante lI&€€onvenzione Psichiatrica di Tubingemella quale presento il caso di una
donna di 51 anni affetta da una forma sconosciutiechenza. Ma solo nel 1910 la malattia
venne nosologicamente definita da Emil Kraepelipjti famoso psichiatra di lingua tedesca
dell’epoca, che pubblico un trattatoRichiatria, nel quale veniva discussa una nuova forma

di demenza, scoperta da Alzheimer, a cui vennibaitio il nome dimalattia di Alzheimer.

E una malattia irreversibile, ingravescente, cariitata da una perdita progressiva delle
facolta intellettive, che conduce alla perdita @gltopria autonomia nelle piu comuni attivita
della vita quotidiana. Il principale sintomo e reggentato da udeficit di memoria.
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Le persone affette da questa patologia manifesédasia di tipo principalmente motorio,
perdita della comprensione dell’'uso degli oggettiali e graduale alterazione della capacita

di comprensione.

L’esordio sintomatico € a carattere “insidioso”:pfimi sintomi sono lievi, difficili da
riconoscere e da distinguere dalle disattenzionindi persona anziana sadaf{cit cognitivo
dell’anemenesi). Anche nel momento in cui si ricko® il carattere patologico di alcuni
componenti non € semplice pervenire ad una siciagndsi differenziale, in quanto alcuni

sintomi sono comuni ad altre patologie, quali lpréssione e la demenza multiinfartuale.

| vari sintomi sembrano avere una differente freqae anche in relazione alla fase della
malattia (Harrelet al, 1995). Secondo alcuni Autori, i sintomi psichi@t rappresentano
spesso la conseguenza di un peggioramento delndecbgnitivo (Marinet al, 1997).
Secondo altri, il disturbo comportamentale non sengssere in relazione con la gravita del
deterioramento cognitivo, potendo insorgere in mi@ngrave anche in pazienti con modesto
deficitintellettivo (Megaet al, 1998).

La storia clinica della malattia si pud separarérénfasi. Nellafase iniziale le manifestazioni
precoci comprendono la perdita di memoria con cosgali disorientamento spazio-
temporale, ma di primaria importanza € la dissolnei progressiva del linguaggio, che
dapprima si manifesta con una “anomia” di lievatanfNella fase intermedia il danno della
memoria si accentua, e si accompagnaleéicit di comprensione e utilizzo di parole
“sbagliate” (parafasie). La memoria anterogradaoéoralterata, con minore compromissione
della retrograda. Inoltre, si possono osservaritiettentivo-esecutivi, flessione dell’'umore,
ansia reattiva, ritiro sociale, apatia ed irasit&ilCon il tempo il paziente diviene sempre piu
incapace di sostenere una vita di relazione edgrdda nella fase finale; possono comparire
sintomi di tipo psicotico, quali deliri, allucinami, nonché comportamenti afinalistici o
inappropriati come vagabondaggio o aggressivitdrétutto verbale). Assai frequente é
I'alterazione del ritmo sonno/veglia o dell'appetiton continua ricerca di cibo (forma

iperfagica) o con rifiuto del cibo (forma anoressi¢Fig. 1.2).
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Perdita di memoria
“Dov’é il mio libretto
degli assegni?”

Pisp(ier}tamento spaziale
Pu indirizzarmi al mio ufficio?
Non riesco a trovare la strada”

Circonlocuzione
“Caro, per favore
chiama la donna che mi
mette a posto i capelli”

H Stadio terminale

i | Stadio piu Paziente costretto
@ avanzato a letto, rigido, che
{ i Paziente non reagisce,
/% trasandato nel quasi muto,
" 4 & vestire, lento, incontinente
W apatico, confuso,

disorientato,

1 curvo
§

#E

/© Ciba

FIGURA 1.2. Manifestazioni cliniche e stadi della malattiaAizheimer.

Se nella prima e seconda fase della malattia Jit#timotoria € buona (le funzioni di
cervelletto e gangli della base non sono intaccat)le fasi piu avanzate della malattia si
verificano alterazioni motorie ed incontinenza, comseguente perdita dell’autonomia. Nella
fase ultima della malattia si possono osservarenafure o disturbi comportamental,

disinibizione ed agitazione, sintomi da contenene @deguata terapia farmacologica.

La gravita del quadro demenziale pud aumentareolagbilita d'insorgenza di altre patologie
organiche e riduce grandemente l'aspettativa @.\Queste condizioni intervengono dopo
5/10 anni dai primi sintomi della malattia. Attuante, in virtu dell’'assistenza sanitaria, i

pazienti sopravvivono dai 10 ai 12 anni dai prinmt@mi della malattia; generalmente la
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morte sopravviene per fattori internistici, per infézione respiratoria od urinaria

intercorrente (Khachaturian, 1997).

1.1. Clinica

L’AD e una complessa sindrome al cui sviluppo cormuo fattori genetici ed ambientali
diversamente combinati, che conducono ad un queohico ed anatomopatologico comune
(Whitehouse, 1997). Weficit mnesico e globale, riguarda sia la memoria verblatequella
visuo-spaziale, limitando, in particolare, l'appdenento di nuove informazioni;
caratteristicamente, infatti, i ricordi piu datatno conservati piu a lungo, e solo in un
secondo tempo diviene deficitaria anche la rieviotez Spesso e presente una discrepanza
fra 'esecuzione di compiti automatizzati di amhitmfessionale ed attivita quotidiane, anche
banali, ma nuove e non previste. Caratteristicaenénialato demente tenta di coprire le
proprie lacune mnesiche con evidenti confabulazi@uiando il deficit mnesico si fa piu
pronunciato si rendono evidenti gli alglieficit cognitivi. Il linguaggio € difficoltoso per
incapacita di richiamare i vocaboli, e il pazientnta di ovviare a questa situazione
ricorrendo a complesse circonlocuzioni. Il vocabolai restringe, mentre la comprensione é
inizialmente conservata, per essere poi compronmesiéa fasi successive. In fase avanzata
compare spesso ecolalia, ed infine il disturbo pualvere fino ad una vera afasia anomica.
Con il tempo il paziente diventa incapace di rickoese i volti familiari (prosopoagnosia) e
persino il proprio. La capacita di calcolo e panmieompromessa (acalculia o discalculia),
alterando inizialmente le capacita lavorative datipnte e rendendolo infine incapace di
eseguire anche i calcoli aritmetici piu sempliconCl'aggravarsi della malattia il paziente
presenta difficolta di orientamento anche in luogHui familiari, e perfino nella sua stessa
casa (Fig. 1.1.1.)
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Aspetto e comportamento interpersonale

Depresso,
trasandato nel
vestire, trascurato

Aggressivo

Piacevole,
accurato nel
vestire, vivace

Linguaggio

Medico: “Scriva
qualcosa in breve
sul suo lavoro”

Memoria 5 minuti dopo.

Paziente: “Mi
spiace, non riesco a
ricordare. Mi ha
mostrato qualcosa?”

Medico: “Qui abbiamo tre
oggetti: una pipa, una penna ed
un ritratto di Abramo Lincoln.
Voglio che lei li ricordi, e tra 5
minuti le chiedero che cosa le
ho mostrato.”

Prassi costruzionale e o
funzione visuospaziale T’%h) A\ ngggar::ti
r)/\ di un
orologio”
Medico: “Tracci un H B E{ / 9

semplice disegno di n i\/

10 g & q
una casa”
Buono Anormale

Buono Anormale

Conteggio inverso

Medico: “Pronunci la parola
‘worlds’ al contrario.”

Medleo: *Cont 8l Paziente: “W..L..R..D..S”

contrarioda5a 1”.
Paziente: “5...3...4.... Mi
spiace, non riesco.”

P1d

© Ciba

FIGURA 1.1.1. Valutazione clinica delle insufficienze delle
funzioni corticali superiori.

L’inversione del ritmo sonno-veglia, soprattuttdl@déasi avanzate della malattia, € aggravata
dal disorientamento temporale, che porta il paeieninon riconoscere le diverse fasi della
giornata. Gradualmente il paziente sviluppa diff&canel comprendere la relazione esistente
fra se stesso e gli oggetti come si osserva, atipee nell’aprassia dell’abbigliamento, ove
emergono difficolta o incapacita nel posizionafapri segmenti corporei in accordo con i
capi di abbigliamento o nel rispettarne la corrsttatificazione. Simili difficolta compaiono
nell'utilizzo degli strumenti e degli oggetti delkata quotidiana, come le posate o gli
elettrodomestici (aprassia di utilizzo). Frequerdgate con il progredire della malattia
interviene difficolta nella locomozione con instéhi e passi accorciati, ma sengeficit di
forza o rigidita; nelle fasi finali il paziente adapace di mantenere la stazione eretta ed &
costretto a giacere a letto, completamente dipdedda altri. La capacita di giudizio e

progressivamente compromessa: il paziente non énpgrado di cogliere somiglianze o
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differenze concettuali, di giudicare correttamgmtezzi, dimensioni, quantita, diventando con
il tempo incapace di badare ai propri affari prinmase stesso poi. Il soggetto € inoltre
facilmente distraibile da stimoli esterni e si stmwelocemente nell’affrontare anche semplici

compiti.

Con il tempo la vita di relazione € sempre piu coonpessa dadeficit sopra descritti,
aggravati da sintomi psichiatrici, spesso di tipgicptico (deliri di furto, di gelosia, di
riferimento, di persecuzione, allucinazioni visivehe divengono frequenti nelle ultime fasi
della malattia; spesso sono inoltre presenti matafgoni comportamentali inappropriate,
vagabondaggio, aggressivita verbale e fisica. lesgnza di depressione, soprattutto in fase
iniziale é frequente e spesso causa difficoltéarditignosi differenziale e nell'inquadramento
della patologia, soprattutto perché tali manifastaizpossono essere di tipo reattivo alle
difficolta incontrate dal paziente. La concomitam@mparsa di sintomi quali alterazioni
comportamentali, irritabilita, agitazione, passiyiaipatia, possono allontanare il sospetto di
demenza orientando verso una patologia psichiagriean verso i sintomi psichiatrici di una
patologia degenerativa. Approfonditi test neuropsigici sono in grado di evidenziare i
deficit e favorire una corretta diagnosi anche nelle gascoci della malattia; per confermare
I'iniziale sospetto &€ necessario seguire il pazeardl tempo. Talvolta la malattia si manifesta
con un episodio “demenziale”, cioé con un compoem, circoscritto nel tempo,
chiaramente incongruo alle circostanze (Spinnl@B8). L’esame obiettivo inizialmente é
normale, mentre nelle fasi successive possonoeessecati i riflessi di suzione, prensione ed
altri segni di liberazione frontale; possono ess@resenti segni di interessamento
extrapiramidale e raramente crisi epilettiche; caregncontinenza sfinterica e acinesia, e il
paziente diventa mutacico. Da alcuni studi neumdgdsgici su soggetti anziani
apparentemente sani si € osservato che, in colmaal tempo sviluppano la malattia, essa
resta asintomatica nella maggior parte dei casajmeno 5 anni dalle prime anomalie emerse
ai test piu approfonditi, con lieve perdita dellemoria e dell'attenzione. Alcuni autori
ritengono che tale periodo possa essere ancheupgo. Non in tutti i pazienti la malattia
esordisce ed evolve nello stesso modo: esistdtijnfima grande variabilita nella comparsa
dei sintomi e nella loro velocita di progressionemune €, invece, il livello di decadimento
finale con perdita completa dell'autosufficienzawsth vita sempre piu di tipo vegetativo. La
durata della malattia & piuttosto variabile e diff da stabilire, essendo subdolo I'esordio e
probabilmente lungo il processo patogenetico praha i sintomi si rendano manifesti: il
periodo sintomatico dura in media 7-8 anni, ma s@mo rari i casi con decorso inferiore ad

un anno o superiore a 20 anni (Larssbal, 1963).
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1.2 Quadro Neuropatologico

Dal punto di vista neuropatologico I'aspetto piuratteristico dellAD e un processo
degenerativo costituito da perdita di neuroni iecifiche aree cerebrali (corteccia cerebrale,
ippocampo e strutture sottocorticali quali il nucleasale di Meynert), presenza di placche
neuritiche o senili (nucleo centrale dpAcircondato da processi neuritici in degeneraziene
da cellule gliali reattive), degenerazione neumifdre (accumulo intracitoplasmatico di
ammassi di fibre argirofile) e angiopatia amiloigéhachaturian, 1985; Mirrat al, 1991;
Braak e Braak, 1991; Mirretal., 1993; Fig. 1.2.1).

Healthy Brain
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FIGURA 1.2.1. Aspetti patologici macroscopici (atrofia delle atinvoluzioni e dell'ippocampo;
ampliamento dei solchi; assottigliamento dello tstreorticale; ventricolomegalia) e microscopici
(depositi di-amiloide e formazione grovigli neurofibrillari) @ malattia di Alzheimer.

La graduale riduzione di sostanza cerebrale ches@rva anche nel soggetto anziano normale
Si esaspera marcatamente in questa patologiandélie presenta generalmente una grave
atrofia generalizzata e simmetrica, anche se & \Jolbbi parietali e, in misura minore,
temporali e frontali possono essere piu severanmEHpdi rispetto alle altre regioni cerebrali
con circonvoluzioni cerebrali ristrette, solchi entricoli ampliati (Fig.1.2.2.); il peso del

cervello, soprattutto nelle fasi avanzate dellaattia, puo essere ridotto anche del 20%.
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Carvello laterals normals” atrofis celsbrale da Alzheimer”

FIGURA 1.2.2. Atrofia generalizzata e simmetrica, con solchieatvicoli ampliati,
in cervello di paziente affetto da AD.

Questa atrofia si associa ad una perdita di neucorticali ad un rimpicciolimento dei
neuroni superstiti, con una rarefazione dei deneldielle spine dendritiche, ed ad un aumento

della componente astrocitaria (Fig. 1.2.3.).

Cervelio Ingrandjmento . - Atrofia della

3 ¢ nstretto delle rughe
. T | | L i
N I g

“fanto | 1
—-angrarml 1......-
| 4
- 4] o :
Diminuzione del
T T > numero di

cellule nervose

FIGURA 1.2.3.In alto: AD in fase iniziale con cervello che si restring@entricoli
che si ingrandiscono leggermente; in basso: AD asefavanzata con cervello
ristretto, ventricoli ingranditi a causa della dimzione del numero di cdellule

nervose.
Anche lippocampo risulta gravemente atrofico, tada esser considerato da alcuni autori
come diagnostico. La perdita neuronale colpisceradtyto il subiculum la corteccia
entorinale ed il giro paraippocampale da cui premigine la via perforante, tramite la quale

I'ippocampo € posto in connessione con la neocodd€ig. 1.2.4.).
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Nell'ippocampo gli intrecci neurofibrillari, la
compromissione e la perdita neuronale e le
NFT placche senili sono localizzate soprattutto nello
strato CA 1, nel subiculum e nella corteccia
entorinale

Nella corteccia di associazione, gli intrecci neurofibrillari (NFT)el
compromissioni sinaptiche e neuronali predominano nel V° stratc
Le placche senili (SP) si riscontranc negli strati pit superficiali

Corteccia di associazione

FIGURA 1.2.4. Distribuzione delle modificazioni patologiche rell
malattia di Alzheimer.

E proprio I'isolamento dell'ippocampo, regione cléadei processi mnesici, una delle cause
primarie deldeficit cognitivo, in particolare a carico della memorfsedica, presente nei
soggetti con AD in fase precoce (Marilyn, 1996).ndbsuccessivo coinvolgimento delle
strutture corticali del lobo temporale, connesse leoaree temporo-limbiche, si aggiungera
'amnesia semantica, che compare nella fase comtéadella malattia. Risultano depauperati

anche il nucleo anteriore del talamo, i nucleiadetta banda diagonale di Broca e I'amigdala.

Anche diversi nuclei troncoencefalici sono colpliglla perdita neuronale (tra questi il nucleo
del rafe dorsale, il locus coeruleus sedi rispettivamente di neuroni serotoninergici e
noradrenergici, l@aubstantia nigry le aree limbiche (probabile causa dei distugdi'aimore)

ed il nucleo basale del Meynert, principale fore#edfibre colinergiche alla neocorteccia.

E stato dimostrato che il numero di placche nealnitie degenerative neurofibrillari si correla

significativamente con le funzioni cognitive valigantemortem(Terry et al, 1999), mentre
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sia I'estensione che il numero delle placche auiilodbn € in relazione proporzionale con la

gravita dei sintomi psichici.

La perdita neuronale interessa sia le grosse egluamidali sia gli interneuroni. Molti dei
neuroni superstiti sono di volume ridotto e con enénnumero di dendriti, i quali, a loro
volta, si presentano addossati I'uno all’'altro,aausa della perdita di sinapsi e neuropilo; la
perdita sinaptica, che accompagna la degeneranem®nale, € correlata deficit mnesici
cui si assiste nellAD. Alle alterazioni neuronaliassocia una proliferazione astrocitaria, di
significato verosimilmente riparativo o compensatosoprattutto negli strati 1l e 1V della
corteccia. Sebbene l'atrofia cerebrale sia un tepeelativamente costante nellAD, la
considerevole variabilita che si puo osservare ttersi casi ne impedisce l'utilizzo come
marcatore diagnostico affidabile. Gli aspetti tipici all’esam neuropatologico sono
rappresentati dalle placche senili, dagli ammassirafibrillari (NTF) e dall'angiopatia
amiloide (congofila), il riscontro dei qugbost mortentonsente la diagnosi definitiva. (Fig.
1.2.5.).

FIGURA 1.2.5. Sistema nervoso sano con cellule perfettamenteugimanti tra di
loro (A); sistema nervoso affetto da AD con neuroni cidadhda placche di f\e
con neuriti destabilizzati dai grovigli di tau ifesforilata, che impediscono uno
scambio di informazioni corretto BY; staining per le due caratteristiche
neuropatologiche dellAD: placca neuritica e grdiageurofibrillare D).

23



Introduzione

Tali lesioni si possono riscontrare, sebbene inuraisminore e confinate in determinate
regioni cerebrali, anche in anziani normali, edaitre patologie degenerative cerebrali,
risultando quindi tipiche ma non patognomonich&di e la valutazione quantitativa piu che

quella qualitativa a permettere la diagnosi.

1.3. Placche Senili o0 Neuritiche

Le placche senili sono costituite da foci microscodi depositi extracellulari di amiloide
associati a danno assonale e dendritico, genertgdnmmappresentati in grande numero nella
corteccia limbica ed associativa (Dickson, 1997A4)esie formazioni contengono depositi
insolubili di AB, principalmente in forma filamentosa, che nella@aentrale della placca si
addensano a formare gare compatto, e neuriti distrofici, i quali si locatiano sia dentro, sia
in prossimita dei depositi amiloidei. La sostanzailaide e formata da fibrille con
conformazione a fogliett® di 6-10 nm di diametro presenti nello spazio edHalare,
costituite da una proteina di 4 kDa, chiamafalA42 che deriva da un precursore di maggiori
dimensioni, 'APP. | neuriti danneggiati si presami dilatati, con alterazioni ultrastrutturali,
tra cui lisosomi rigonfi, aumentato numero di madodri e filamenti elicoidali accoppiati,
generalmente indistiguibili da quelli che compongagli ammassi neurofibrillari. 1 neuriti
che partecipano alla formazione della placca seruksono provenire da neuroni di diverse
classi neurotrasmettitoriali. La placca senileraltre, associata ad elementi microgliali ed
astrocitari attivati. La componente microgliale iesye antigeni di superficie tipici dello stato
attivato come CD45 e HLA-DR ed e localizzata sdptai dentro akcore o nei suoi pressi.
Gli elementi astrocitari circondano invece la pl& mostrano abbondanti processi che si
estendono verso dore Nella placca senile si trovano colocalizzatelasigroteina A 1-42

piu idrofobica e particolarmente incline all'aggag@gne (Jarretet al, 1993; Pikeet al,
1995; Citronet al, 1996), sia la forma [ 1-40, che & normalmente prodotta piu in
abbondanza della fA1-42]. Le indagini immunoistochimiche mettono irvidenza la
presenza di agglomerati dipAocalizzati diffusamente nella corteccia, comprgselle aree
non chiaramente implicate nella tipica sintomat@odella AD (come talamo, caudato,
putamen e cervelletto), caratterizzati da una leggel amorfa immunoreattivita, senza un
core compatto né chiaramente fibrillare (placche dé#jueramaguchet al, 1988; Tagliavini

et al, 1988). Inoltre, nella maggior parte di questylagierati non € possibile dimostrare la

presenza di neuriti distrofici o se ne puo ricomoscsolo una ridotta quantita.

Le placche diffuse sono costituite quasi escluseaten da & 1-42 (/lwatsuboet al, 1994;
Roheret al, 1994; Iwatsubcet al, 1995; Lemereet al, 1996) e sono le uniche forme
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riconoscibili in quelle regioni nelle quali mancaacsi ritrovano in quantita ridotta i neuriti
distrofici, le modificazioni gliali e i grovigli ngrofibrillari, seconda caratteristica patologica
di AD. Esse possono essere anche messe in evidenza uniche lesioni nella corteccia
limbica ed associativa di soggetti della stessa reta affetti da malattie dementigene
degenerative e sono presenti gia durante I'etaeadehziale in soggetti con trisomia 21
(Sindrome di Down) (Lalowskegt al, 1996). Queste evidenze hanno portato ad ipogzzer
gueste lesioni un significato di precursori dellacphe senili, ipotesi corroborata anche da
esperimenti su topi transgenici esprimenti il genatante umano per I'APP, i quali
sviluppano depositi diffusi prima della forma fikare associata alle modificazioni neuritiche

e gliali.

Nelle placche senili si pudo dimostrare la presetizaumerose altre molecole, la maggior
parte delle quali di significato inflammatorio. ¥ono evidenze che ApoE4, Clq ed altre
molecole possano legarsi allgd &d accelerare la formazione di fibrille (Strittteatet al,
1993; Websteet al, 1994; Snowet al, 1995); altre invece, come @ustering possono
inibirla (Ghiso et al, 1993). La fibrillogenesi potrebbe essere quiddierminata da uno
squilibrio tra i fattori che la favoriscono e qualhe la inibiscono (Verbeedt al, 1997). E
interessante notare che la densita di placchei seuil NFT in alcune aree corticali e stata

correlata con la gravita del decadimento cogniftvaramelliet d., 1998).

Nelle arteriole e venule meningee e in quelle ctiegersano la corteccia cerebrale sono
presenti depositi di A (Angiopatia Amiloide Congofila; Glennet al, 1984a; Glennegt al.,
1984b) , localizzati nella membrana basale e clestendono nel tessuto circostante (Verbeek
et al, 2000), costituiti principalmente dapf-40] (Suzukiet al, 1994). Esperimenti Si@a
vivo chein vitro dimostrano che i depositi di fAprovocano degenerazione delle cellule
muscolari lisce e, come conseguenza, un difettirdegrita della barriera ematoencefalica.
Questo, a sua volta, potrebbe contribuire all’altemne della microcircolazione ed ai

problemi energetici cerebrali dei pazienti AD (Kédeet al, 1992).

Associati ai depositi amiloidei sono riscontrale#illule della serie monocitomacrofagica che
in alcuni casi sembrano precedere la deposiziomdfacendo ipotizzare per quest’ultima
un significato di conseguenza piu che di causastgueonsiderazioni, cui si aggiunge
'evidenza di cellule microgliali associate alleapthe senili, richiamano I'attenzione sul
significato delle popolazioni di origine monocitoonafagica (di cui anche gli elementi
microgliali fanno parte) nella genesi ed evoluzialiede lesioni tipiche dell’AD. | depositi

amiloidei si interrompono bruscamente quando il ovgsmssa nella sostanza bianca
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sottocorticale, ove infatti solo rari vasi preseatai depositi di A; |'estensione
dell'angiopatia amiloide varia considerevolmentetantra individui con una quantita dpA

parenchimale confrontabile.

1.3.1.4-Amiloide

La proteina /4 deriva dal suo precursore APP a seguito di tagjuenziali da parte di diversi
enzimi. Il termine APP comprende un gruppo eteregerdi polipeptidi espressi
ubiquitariamente nell’organismo, eterogenei sia lpepresenza di diverse isoforme (le tre
maggiormente rappresentate di 695, 751 e 770 igswla per modificazioni post-
traduzionali, tra cui glicosilazioni, solfataziomifosforilazioni (Oltersdorét al, 1990; Hung

e Selkoe, 1994; Walteat al, 1997; Weidemanst al, 1997). Le isoforme contenenti 751 e
770 residui sono largamente espresse sia dali@de@bn neuronali che da quelle neuronali;
invece l'isoforma contenente 695 residui € espressaaggiore quantita dai neuroni (Haass
et al, 1991). La differenza tra le isoforme 770/75198 @onsiste nella presenza nelle prime
due di un esone codificante un enzima inibitoreladeerina proteasiKunitz-type of
serine.protease inhibitor KP1); nelle piastrine umane le isoforme conténgrdominio KPI
hanno la funzione di inibitori del fattore Xla, sexr proteasi implicata nella cascata della

coagulazione (Smitht al, 1990).

La APP é una proteina a singolo dominio transmenteaslocata in sede tradizionale nel
reticolo endoplasmico; sia durante che dopo ilditamella via secretoria puo andare incontro
a tagli sequenziali, con la produzione di deriscreti nel lume vescicolare o nello spazio
extracellulare. Il taglio proteolitico operato @adl-secretasi (Escht al, 1990; Sisodiat al,
1990) porta al rilascio di un frammento solubileAPPs) di elevato peso molecolare nello
spazio extracellulare (o nel lume) e lascia un frEmto transmembranario di 83 residui
aminoacidici (C83; Elser e Wolfe, 2001). L'attivitasecretasica nelle cellule di mammifero é
stata assegnata ad una serie di proteine, defidaeilisine, appartenenti alla famiglia delle
metalloproteasi disintegrine (Buwbawhal, 1998; Lopez-Pereet al, 2001), la cui attivita
enzimatica e regolata da esteri del forbolo, protgiinasi C, ed influenzata da diversi fattori,
come neurotrasmettitori, citochine ed ormoni. Déwanza e la scoperta che gli estrogeni
possono attivare l'attivitto-secretasica, con conseguente riduzione della foma di
AB(Xu et al, 1998). Alternativamente la APP puo essere scdasanaB-secretasi, che taglia
un frammento solubile di dimensioni ridotte rispetd quello generato dalla-secretasi,
lasciando un frammento transmembranario di 99 ue$€P9; Seubertt al, 1993). L'enzima

che opera l'attivit®-secretasica e stato identificato e denominato BA&&ite APP cleaving
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enzymeBennetet al, 2000). L'attivita del BACE, aspatrtil-proteasicesulta essere ottimale a
pH acido e I'enzima preferenzialmente e attivoirai#rno degli endosomi. Per rispondere a
questo requisito € necessario che la APP sia triaspodalla superficie all’interno della
cellula (Perezet al, 1999). Il prodotto del BACE pu0 essere in segurasferito sulla
superficie cellulare dove diventa substrato persacretasi (Selkoe, 2001). L’azione deHla
secretasi sui frammenti transmembranari residugltiadione dellao e B-secretasi porta al
taglio e secrezione di due frammenti proteici: eiipamente p3 (Haast al, 1992) ed R
(Fig.1.3.1.1.).

1 18 289 ___ e GZEEe NE D
NH2 B e T TR — - | COOH
KPI Ay
u-secretase T r-secretase
+ Y 711 or
18 i e e d
AT EESaT S e
SAPP-« 1]
p3
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L e
e s = )
c99
SAPP-p ey

ApB g B-amyloid peptide

FIGURA 1.3.1.1.Pathway amiloidogenico e non della APP.

Il peptide A3 € costitutivamente prodotto e rilasciato dalldutelin condizioni di normalita
(Haasset al, 1992, Seuberét al, 1992; Shojiet al, 1992; Busciglioet al, 1993), ed &
misurabile nelliquor e nel plasma di soggetti normali durante tuttavita. Il taglio
proteolitico dellay-secretasi produce una varieta di peptif éiversi nella sequenza C-
terminale. Il frammento piu comune €40, solubile nei solventi acquosi, seguito 342,
che rappresenta il 5-10% dei frammenf} #otali; nei cervelli AD sono stati trovati anche
peptidi AB43 ed A344, e frammenti f46 sono stati isolati da muscolo scheletrico (Ko
al., 2000). La lunghezza del peptide correla positieate con la sua insolubilita e la capacita
di formare aggregati tossici (Jarret al. 1993). Alcuni studi candidano l'aspartil proteasi
simile alla catepsina-D comesecretasi (Eviret al, 1995), in realta la sua identita rimane
ancora ignota. Non e ancora precisamente detemmninaguale punto della catena sintetica
dellAPP avvenga il taglio enzimatico operato dallg o y-secretasi; una consistente parte

della a-APPs pud essere generata dall'azione delfecretasi sulla APP inserita nella
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membrana plasmatica (Sisodia, 1992), ma pu0O egpammerata anche durante la catena
sintetica intracellulare della APP (Sambamuweti al, 1992; De Stroopeet al, 1993).
L’azione dellap-secretasi puo avvenire, almeno in parte, durant@time fasi dei processi
sintetici post-traduzionali (Haass al, 1995); i siti in cui € operato il taglio dei fnanenti

C99 e C83 da parte delfasecretasi sono ancora oggetto di studio.

Sembra che i frammenti fA1-40 ed A 1-42 siano generati in percentuale considerevole
durante la internalizzazione e la processazionesardiale della APP (Koo e Squazzo, 1994;
Perezet al, 1999). Vi sono dati contraddittori sul principadito di produzione della forma
AB[1-42], se durante le prime fasi della catena Sgcdeintracellulare (cioe il reticolo
endoplasmatico, il compartimento intermedio e lienprfasi del Golgi) oppure dopo che la
APP abbia raggiunto la superficie cellulare. Alcuevedenze suggeriscono che i peptidi di
AB, generati precocemente durante le fasi intragelluhon siano destinati alla secrezione e
vengano catabolizzati all'interno della cellula @Beet al, 1997). Tuttavia € probabile che la
maggior parte dei peptidi difAsiano invece destinati alla via secretoria. Illivd A nel
CSF umano sono compresi nellintervallo 3-8 nM (Motkt al, 1995), mentre la quantita
plasmatica e generalmente minore di 500 pM. Sfarlaa A3 [1-40] che A [1-42] possono
essere identificate nel CSF e nel plasma. E stmmsdrato che i frammenti C99 e C83
(substrati dellg-secretasi) originano da molecole di APP completdenglicosilate (Haasst

al., 1995; Weidemaneet al, 1997), suggerendo che l'attivitqg p e y-secretasica avvenga
principalmente sulla superficie cellulare od ingmimita di essa, probabilmente in gran parte

durante il ricircolo endosomiale (Pereizal, 1999).

Nella cellula neuronale, che esprime livelli di ARRB i piu elevati dell'intero organismo
(soprattutto APP695), la molecola APP pud essexrgptrtata lungo I'assone sia in senso
anterogrado, nella componente veloce del traspmsonale (Kot al, 1990), sia in senso
retrogrado verso il corpo cellulare ed essere, djuirtraslocata sulla superficie
somatodendritica (Ichiaret al, 1995). La APP é presente in vescicole nei teathassonali,
anche se non specificamente nelle vescicole soteptiNonostante sia stato ipotizzato che |l
terminale assonale sia uno dei siti principali ddduzione della A, non esistono ancora
prove definitive al riguardo, essendo tutt’altrcealemota la possibilita che la produzione di
AP avvenga durante il ricircolo endosomiale in afitti neuronali. Inoltre, nonostante il
neurone esprima abbondantemente la APP e siadio glissecernere [Ain notevole quantita
(Haasset al, 1992), anche altri stipiti cellulari nel tessuterebrale esprimono quantita
variabili di APP (astrociti, microglia, cellule eoigliali e muscolari lisce) e potrebbero

contribuire al processo di secrezione e deposizibelea AB. Inoltre poiché in periferia
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praticamente tutte le cellule esprimono APP e sorgyado di generare laffAe poiche la &

e presente nel plasma, non e da escludere la pivasibe la A3 sia in grado di superare la
barriera ematoencefalica e depositarsi nel tessertebrale. Vi sono evidenze della capacita
della A3 di superare in quantita ridotta la barriera entateélica mediante un meccanismo
di endocitosi mediato da recettori (Zlokovic, 198@duslcet al, 1997; Posuslet al, 1999).
Della A3 é stata provata una neurotossicita sia diretta styarattutto, indiretta, mediata da

numerosi agenti infammatori dopo attivazione detliaroglia.

Sono state proposte numerose funzioni per la fanigil proteine della APP (APRke
proteins APPLPSs) e dei suoi derivati principadi-APPS): in particolare-APPs sembra avere
proprieta autocrine (Saitolet al, 1989) ed essere in grado di agire come fattore
neuroprotettivo e probabilmente anche neurotrofidattsonet al, 1992; Mattsoret al,
1993). Le isoforme di APP con 751 e 770 residun{eoenti il dominio KPI -inibitore della
serina proteasi; Tanat al, 1988) sono in grado, negli studi vitro, di inibire enzimi con
proprieta serina proteasiche come la tripsina ehlmotripsina (Sinhat al, 1990); inoltre
inibiscono il fattore IXa nella cascata coagulatit&® isoforme secrete di APP possono
conferire proprieta adesive cellula - cellula eual- substrato in coltura (Schubet al,
1989). E stato suggerito sulla base dei risultatstddi in vitro che la APP inserita nella
membrana plasmatica possa avere un ruolo nelleambai cellulari. Funzioni putative di
APP includono anche la mediazione dello svilupporoeale (Kibbey MCet al,1993;
Milward et al, 1992; Smalkt al, 1994) ed effetti neuroprotettivi, mediati datlapacita di
legare e ridurre Gii (Multhaupet al, 1996; Whiteet al, 1999). Pill recentemente, & stato
identificato un coivolgimento di APP nel trafficesonale vescicolare (ZhengePal., 1998);
inoltre, Goldstein e collaboratori hanno scoperttinterazione diretta di APP con la
chinesina convenzionalkifiesin ), suggerendo per APP la funzione di carico delameot
cellulare (Kamakt al, 2000). Tale scoperta dimostra un legame digit®PP con il sistema
di trasporto associato ai microtubuli; pertantcamomala interazione APP-chinesina potrebbe
giocare un ruolo nellinsorgenza di AD, probabilrreemterferendo con il normale trasporto
assonico. Infine non vi sono evidenze che nei dtiggHetti da AD vi sia una perdita di
funzione della APP; viceversa sembra piu probatile mutazioni conferiscano alla APP
proprieta tossiche, incrementando la produzione fiemmento 4, potenzialmente

citotossico.

Probabilmente I'accumulo difAé solo il punto di confluenza cui giungono viequggnetiche
diverse. Molte ipotesi sono state formulate: alcpragpendono per un’eccessiva produzione

di AB, altre per un ridotto catabolismo del precursatee provocherebbe la formazione e
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I'accumulo di molecole con la spontanea tendenzaggtegarsi (per ridotta attivita degli
enzimi del catabolismo o a causa di mutazioni deR& che ne ostacolino il metabolismo).
Secondo alcuni Autori (Telleet al, 1996) nei soggetti sani la forma ALl-42 non si
accumulerebbe grazie ad una piu raptsarance La glicazione della molecola difApuo
facilitarne I'aggregazione, rendendola piu resistaile proteasi e meno solubile (Tabagbn
al., 1997). Anche la genetica di AD sembra non deparfavore di una disfunzione della
APP, dal momento che, fatta eccezione per alcurtaziani missenso nel gene di APP che
segregano con AD in 0.1% dei casi di AD familidr@d\D), le altre mutazioni o polimorfismi
associati ad AD riguardano proteine quali le priéssenl e 2 (PS1 e PS2), I'isoforne
dell'apolipoproteina E e &2-macroglobulina (A2M).

1.4.Gomitoli Neurofibrillari

Sono costituiti da masse di filamenti abnormi dinfa globosa o a fiamma, situate a livello
del citoplasma perinucleare, che spesso si estendoro ai dendriti apicali e che al

microscopio ottico presentano una struttura fibrdl (Fig. 1.4.1.).

Decomposizone
dei microtubol

Cellula nervosa

ammalata | P2
. '

FIGURA 1.4.1. Formazione di matasse neurofibrillari con
destabilizzazione dei microtubuli e trasporto dgjrsale indebolito.

Le matasse si formano in neuroni di grandi dimerismme nell’ ippocampo, corteccia
olfattiva, amigdala, nuclei del proencefalo basalparecchi nuclei del tronco (ancleus
coeruluse delrafe). Sono visibili come strutture basofile con I'ewsgilina-eosina, ma si

colorano fortemente con i metodi all'argento (Boblswsky).

Ogni filamento consiste in due fibrille disposte elita ed &€ formato principalmente dalla

proteina tau (Polloclet al, 1986), proteina assonica capace di co-polimare&zon la
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tubulina, promuovendo I'assemblaggio dei microtulldei neuroni maturi essa e localizzata
prevalentemente a livello somato-neuritico: la ¢kl corpo cellulare risulta maggiormente

fosforilata di quella assonale (Ubegtial, 1997a; 1997 b; Fig. 1.4.2.).
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FIGURA 1.4.2. Filamenti appaiati ad elica (PHF) dei gomitoli
neurofibrillari nella malattia di Alzheimer.

La maggior parte di queste fibre (di dimensione nhf) consistono in coppie di filamenti
elicoidali (paired helical filaments PHF) con urripdo pari a ~160 nmin vitro numerose
chinasi sono in grado di fosforilare la proteina itavari siti (Goederét al, 1986; lllenberger

et al, 1998), tuttavia non & ancora chiaro quante d gh@asi siano responsabil vivo
nell'iniziare il processo di iperfosforilazione,&lconduce alla dissociazione della proteina tau
dai tubuli e alla sua aggregazione in filamentcatlali appaiati insolubili. Negli ammassi
neurofibrillari, associate alla proteina tau ipeftwilata si localizzano altre proteine anomale,

guali I'ubiquitina, la proteina associata ai microtli e una proteina dei neurofilamenti.
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BN

La proteina tau patologica € insolubile ed e priesen piu isoforme; vengono, infatti,
riespresse delle forme fetali normalmente assesitiadulto (Goedertet al, 1992). Essa ,
inoltre, risulta glicosilata, glicata e abnormeneefasforilata (Grundke-lgbat al, 1986; Lee

et al, 1991; Kanemaret al, 1992; Yanet al, 1995; Wanget al, 1996). La glicosilazione
sarebbe importante nel mantenere la struttura aandéhti elicoidali appaiati ; mentre la
glicazione (si differenzia dalla precedente pesd&nza di reazione enzimatica) indurrebbe
stress ossidativo. La modificazione piu importag@teuttavia, I'iperfosforilazione per azione
di ApB42, che induce l'attivazione della Cdk&y(clin-dependent kinas®): in questo stato e
compromesso sia il corretto assemblaggio dei mibrdt sia il trasporto assonale (Lee e Tsai,
2003) e viene sequestrata la tau normale, con fooma degli ammassi neurofibrillari.
Contemporaneamente, i microtubuli si disgreganal ddocco dei trasporti retrogrado ed
anterogrado lungo gli assoni & prevedibilmente arsabile dell’accumulo di componenti
neuronali e della conseguente morte cellulare. dii@ala iperfosforilazione di tau osservata
in AD sembra coinvolgere anche un’altra proteimeki: GSK (glycogen synthase kingse
alcuni ricercatori ipotizzano una sinergia tra Cdkbziale fosforilazione) e GSK@ulteriori
modificazioni) nel prevenire la fisiologica incompzione di tau nel sistema microtubulare
(Sengupta Aet al,1997). E’ stato inoltre dimostrato che l'utilizzb inibitori di Cdk5 e
GSK3 su cellule ippocampali di ratto esercita proteziooetro la morte neuronale (Alvarez
A et al,2001).

Le due lesioni classiche dellAD possono esseregnt indipendentemente I'una dall’altra;
ammassi neurofibrillari molto simili o addiritturadistinguibili da quelli riscontrati nell’AD
sono stati decritti in piu di una dozzina di alpegologie neurodegenerative (es. panencefalite
sclerosante subacuta, malattia di Kuf, paralisraopcleare progressiva), quasi in tutti i casi
in assenza di depositi dipAo placche senili. Il fatto che gli NFT siano rist@bili in
un’ampia varieta di insulti neuronali, suggerisbe ta loro formazione in AD rappresenti una

risposta citologica dei neuroni al graduale accunaiilAf.

Inoltre, depositi di & possono essere riscontrati nella corteccia cdeehda anziani
cognitivamente normali in assenza di ammassi neuiltdri; si osservano anche rare forma
di AD definite “tangle poor”, caratterizzate da ahdanti placche neuritiche e ridotta densita
di NFT nella neocorteccia (Terry R al,1987).
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1.5.Eziopatogenesi

Non si conosce una causa della malattia; tuttg¥ialtimi studi propendono per un’origine
multifattoriale, vale a dire che viene riconosciute concomitanza di cause. Pertanto, sono

state proposte varie ipotesi concernenti I'ezidatglla AD (Tab.1.5.1).

Factor RRAOR-Ratio (953% CI) Reference
l. Family history of Dementia ORA526-4.6) Van Duin et al., 199]
OR 2621153451 Canadian Study
2. Family history of M. Parkinson OR 2.411.0-52) Wan Dujn etal., 199]
OR 086 (0282161 Canadian Study
3. Family history of Down Syndrome RE27i1.2-57) Wan Duijn etal., 1991
4. Maternal age at birth = 40 y= KR 1.7(1.0-2.9) Focca et al., 199]
[ 519 vs RE 1.5 (08-30) Rocea et al., 199]
|. Head trauma RR 122 (1.20-2.67) Mortimer et al., 199]
2. Depression RE 1.821(1.16-2.86) Joammi etal., 199]
OR 087 (046-1.67) Canadian Study
RE 284 (1.76-491]) Devanand et al., 1996
3. Eduecation and ocoupation RE20-32(13-41,2246) Ottetal, [995
OR 4001249-643) Canadian Study
ER 118 i06]1-2.27) Yoshitake et al., 1995
4. Vaskular risk factors
Severs atherosclerosis OR 3.001.5-6.0) Hofiman et al., 1997
abetes RR 218 (0.97-4.90) Yoshitake et al., 1995
5. Hypothyreosis RE2311.0-54) Breteleretal., 1991
6. Expesition to toxic substances
Adhesives OR 2 1611.25-3.70) Canadian Study
Pesticides OR 217 (1.18-399) Canadian Study
Solvents OR230.147 Kukull et al., 1995
7. Alcohol abuse no increase of RR Giraves et al,, 1991

TABELLA 1.5.1. Elenco dei principali fattori di rischio della APlock e Miiller-Spahn, 1999).

1.5.1. Ipotesi ereditaria

Oltre all’eta avanzata, una storia familiare pesitiappresenta il principale fattore di rischio
per la malattia. Alcuni studi epidemiologici haneadenziato che il rischio di sviluppare la
malattia aumenta da tre a quattro volte nei soggk& hanno un familiare di primo grado
affetto da tale patologia (Plassman & BreitneQ@)9 Gli studi sui gemelli indicano che |
monozigoti mostrano una concordanza del 40-50%,tmagper i dizigoti le percentual
variano entro umange compreso tra il 10% e il 50% (Smal al, 1993). Quest’'ultimo dato
sottolinea I'importanza dell’associazione tra fatgenetici e cause ambientali (Raiéial,
1996).

Studi genetici dlinkagehanno dimostrato che in alcuni casi di AD ad igsoza precoce vi e

una mutazione a carico del gene della APP (brdocigo del cromosoma 21) o dei geni che
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codificano per la presenilina 1 (PS1) e la presemi2 (PS2; rispettivamente cromosomi 14 e
1; Fratiglioniet al, 1993; Huttoret al, 1998). Queste mutazioni si trovano nella maggina
delle linee familiari di malattia di AD ad insorgemprecoce (Tab.1.5.1.1 e Fig. 1.5.1.1).Circa
il 5% delle forme di AD sono geneticamente deteaten

Locus Drefect Chrom. duration of  %GAD %FAD Gen. product
disease (yrs)

nk. Trisomiie Chr. 21 30-50 APP

AD Mutations Chr. 21 4565 = ] =5 APP

ADG Mutations Chr. 14 3060 =5 S0-8 PS1

ADd Mutations Chr. | 40-T0 < | 5-1 Ps2

A2 Palymaorph. Chr. 19 = hi 7 ? ApoEd

TABI_ELLA 1:5.1.1. Fattori genetici attualmente riconosciuti per la .ABono riportate le
principali varianti genetiche delle forme sporadiehfamiliari di AD.

Principali fattori di predisposizione Ulteriori fattori di predisposizione

= "

A 18 e 2 ¥ Radicali Fattori
L Fattori genetici Invecchiamento Sesso femminile  Traumi cranici liberi tossici
¥ #—C
@ - #
‘ % Metabolismo
neuronale alterato

-

Cromosoma 19

[— (APOE E4)

Cromosoma 19 Cromosoma V4
(APOE E4) 21,

Tossine N
Ipossia

Alterato metabolismo tau e >
disgregazione dei microtubuli Mf ‘
)
Formazione di fibrille
i iloide

Formazione
di filamenti
appaiati ad elica

Risposta inflammatoria
Reattivi della fase acuta
Citochine

Formazione di intrecdi % Formazione di placche di
neurofibrillari e di B-amiloide
filamenti nel neuropilo
«OHN A.CEAIi_Jt.D
© Ciba Perdita o disfunzione
neuronale

La demenza tipica della malattia di
Alzheimer pud essere il risultato di
una selettiva perdita o disfunzione dei
neuroni di proiezione, con disfunzione
corticale, limbica, e sottocorticale e
diminuzione di neurotrasmettitori

5-HT Serotonina

NE Norepinefrina

Ach  Acetilcolina

NBM Nucleo basale di Meynert
LC Locus ceruleus

RN Nuclei del rafe

Disfunzione i \/
N sonocorncale\ N

FIGURA 1.5.1.1.Fattori possibili nello sviluppo e nella progressadella malattia
di Alzheimer.
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* Forme familiari legate al cromosoma 21

Il primo gene associato ad AD ad essere identdiéatquello codificante per il precursore di
A, localizzato sul cromosoma 21; esso correla cosirldrome AD in due modi: sia per
aumentato dosaggio genico nella trisomia del 2hdi®me di Down), sia per mutazioni
missenso che incrementano i tagli “amiloidogendsiAPP (risultanti in eccessiva produzione

di AB40ed AB42) operati dg ey-secretasi (Fig. 1.5.1.2)

Locus sul braccio lungo del Origine sistemica
cromosoma 21 che codifica (dal sangue)

B ot ey %" Cellula endoteliale di un

vaso cerebrale

Cellula

Cromosoma 21 disia

L’APP & una normale
proteina integrale di
membrana che contiene il
peptide B-amiloide (BAP)
APP QOrigini possibili dell APP

C— s
Frammenti solubili
(non amiloidogenici)

i Scissione da %
| o-secretasi l! {

l I nel dominio i
| BAP

| Membrana

| cellulare

| \
f

{

Alterato metabolismo della APP

Mutazione del gene per TAPP
n. 4 Overdose del gene per LAPP
Una scissione anormale < o (trisomia del 21)
porta a segmenti Altre mutazioni geniche
BAP integri cromosoma 14
cromosoma 1
Ipossia
Agenti tossici
metalli
radicali liberi

Deposizione nei vasi delle leptomeningi
e della corteccia

Formazione di fibrille

Cromosoma 19

L’APOE E4 pud aumentare
Segmenti integri 7 la formazione di fibrille
di BAP insolubili o .
(amiloidogenici)

Nucleo di B-amiloide &

di una placca senile
SOFN A.CEA]Ci_/AD

Clfachecs

Deposizione cerebrale di amiloide ©Ciba

¥ Formazione
di fibrilla di
B-amiloide

FIGURA 1.5.1.2.Amiloidogenesi nella malattia di Alzheimer.

Il coinvolgimento del cromosoma 21 € apparso subiressante anche per un altro motivo:
un eccesso di superossidodismutasi (SOD), enzimdificaio dal cromosoma 21,
provocherebbe accumulo di radicali tossici delligsso. L’overespressione cronica di APP e
di SOD e la concomitante overproduzione dei pepiio ed AB4, € ritenuta responsabile
della precoce comparsa nei soggetti Down delle cpiacdiffuse (composte quasi
esclusivamente da A¥), che appaiono gia all’eta di 12 anni (Tokudat®l,1997).
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Attualmente sono conosciute nove mutazioni missatistpo dominante nel gene APP
associate ad AD familiare (FAD); esse clusterizzareb sito di taglio delle3-secretasi

(“Swedish” APP mutation), ed in prossimita dei slititaglio a e y-secretasi. Recentemente |l
gruppo di Tagliavini ha identificato una nuova naib&e nel gene di APP di tipo recessivo, la

quale agisce con un effetto dominante negativéesuniloidogenesi (Di Fedet al, 2009).

*« Forme familiari legate ai cromosomi 14 e 1

Piu di 70 mutazioni missenso sono state identdicagi geni codificanti per due proteine
altamente omologhe, presenilina 1 e 2 (PS1 e PB2glizzate rispettivamente sul
cromosoma 14 e 1. Tali mutazioni, a penetranzanmpdeta, risultano in una forma di AD
aggressiva ed ad esordio precoce (eta d’esordi604nni) (Sherringtoet al, 1995; Levy-
Lahadet al, 1995). L’abilita delle mutazioni di PS1 e PS¥'istaurare un selettivo aumento
di deposizione della formaf¥2 e stata dimostrata in pazienti AD con tali migaz(Mann

et al, 1996 ; Fig. 1.5.1.3).

. ®e®

= \!/

MH-| ~COCH

I <— | oo

APPso o-stub APPsp p-stub -
= ; iy PS1/F52 and
s - Flemish/Dutch, T SE ) i
Y “Cfia?ffl Arctic mutations l}“r-mie = ;Zimi,s ‘

e =
P3 / Abao \#\‘
Fiorilogenesis \"| ADOE > ad Degradation/removal

: (LRP/RAGEAZMAnsURn-
degrading enzyme

Neurotoxicity (IDEVneprilysin?)

FIGURA 1.5.1.3..Processamento di APP ad opera degli enaimp- e y-secretasi. Ruolo delle
mutazioni nei geni di APP e di preseniline (PSekmblimorfismo ApoE4 nella fibrillogenesi dei

peptidi AB.
Le preseniline sono proteine di membrana politapiahespressione ubiquitaria, localizzate
principalmente a livello del reticolo endoplasmealelle vescicole di Golgi, ma presenti in
modesta percentuale anche sulla superficie cedluémse sono altamente conservate e si sono
rivelate essenziali per il clivaggio fisiologicoldecettore Notch, in seguito al legame con |l

suo ligando extracellulare (De Stroppet al, 1999). Tale associazione assegna alle
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preseniline un ruolo fisiologico d’interesse in renasi processi cellulari, dal momento che il
signaling di Notch ricopre una funzione importansgli eventi di specializzazione cellulare,
sia dentro che fuori il SNC (Selka al, 2000). Di notevole riguardo € la scoperta che to
knock-outper PS1 mostrano una sostanziale riduzionefdidavuta al blocco dell’attivitg-
secretasica su APPa modalita con cui le preseniline regolino il eggio di APP, od altri
substrati, rimane oggetto di dibattito. Una teauggerisce che le PS giochino un ruolo nel
traffico cellulare di proteine, quali APP e/g-secretasi, garentendone una corretta
distribuzione a livello delle membrane cellulariaffNseet al, 1998); un’ipotesi alternativa
vede le PS direttamente coivolte nel clivaggio ddPAda parte dellg-secretasi, ma cio
richiederebbe un’interazione fisica tra APP e P8 aacora verificata. In tale contesto é stato
proposto che le PS possano svolgere un ruolo dattoof delle y-secretasi od essere

addirittura essi stessi tali enzimi (Wokeal,, 1999).

* A clearance e Polimorfismi in linkage con AD

La maggioranza degli studi si e focalizzata sudlfitficazione dei meccanismi cellulari di
formazione di 8 e degli enzimi secretasi, mentre poca attenziongaéa rivolta alla
comprensione del metabolismo e degradaziong3di A

Un altro gene sembra essere correlato con I’ADeé wina variante genetica del gene 19
(denominata Apok4) presente nel 15% della popolazione sana, mab50éb della
popolazione affetta da AD.

L’apolipoproteina E (Apo E) € una lipoproteina padirfica codificata da tre allele?, €3,
e4), che é espressa prevalentemente, a livello @@ecknella glia e che riveste un ruolo
fondamentale nella mobilizzazione e nella ridistrione del colesterolo nell’ambito dei
processi di riparazione e crescita della mielindede membrane neuronali (Weisgraber e
Mahley, 1996). L'alleles4 € considerato un fattore genetico di rischioad@lD (Saundergt

al.,, 1993) e nel cervello 'Apo E si ritrova in capondenza della degenerazione
neurofibrillare e delle placche senili, insieme ctm AB, con la quale interagisce,
aumentandone cosi la tossicita. Tutto cio, insi@me I'esistenza di una correlazione fra
I'estensione dei depositi amiloidei e la frequedzauesta forma allelica, ha suggerito che
I’ApoE influenzi I'amiloidogenesi cerebrale e, qdin possa mediare I'eliminazione dipA
solubile nell’'encefalo (Schmechet al, 1993). Fisiologicamente I'ApoE sequestra lgf A
solubile, favorendone la degradazione da parteratepsi. Nell’AD, al contrario, il legame
ApoE- AB diventa instabile e parte dellfd Ai separa dal complesso, accumulandosi in forma

libera fino al livello di polimerizzazione. A quesstadio, pertanto, il complesso ApolB4R
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passa dalla forma solubile a quella insolubile etegpgpa al processo di formazione
dell’amiloide. Una minor quantita fisiologica di AR é stata evidenziata nel plasma e nel
liquor di soggetti omozigote4 (Gregget al, 1986). E quindi possibile che questa minor
espressione e produzione cerebrale dell'isoformgiustifichi la sua minor efficienza
nell'eliminare la A8 dall’encefalo. L'alleles4, in conclusione, sottende I'accumulo di Aa
alterato smaltimento, dovuto alla minor efficiendeall'isoforma corrispondente di ApoE
nell'eliminazione della # solubile cerebrale.

Recentemente, € stato segnalato un nuovo polimfassociato ad AD localizzato nel gene
codificante pera2-macroglobulina, una proteina multi-funzionale gmmprieta inibitorie
verso alcune proteasi (Blacketral, 1998). Tale proteina risulta coinvolta nel melamo di
AR dal momento che e in grado di legare LRP (low-terdgoprotein-related receptor),
responsabile dell’'uptake difAmediato anche da ApoE.

La deposizione di B evoca una risposta inflammatoria mediata dallaogi@, la quale, se
da un lato contribuisce alla neurodegenerazioizdatone microgliale esacerbata e cronica),
dall'altro lato partecipa allaclearance dei depositi amiloidogenici; come suggerito da
esperimenti su modelli animali in cui 'overespieags di TGFB1, attivatore microgliale,
riduce le placche amiloidi (Wiss-Corayal, 2001).

Tutti gli studi sul catabolismo di#convergono sul coivolgimento delle metalloprotessdia
degradazione dei peptidi amiloidi. Tra questi enzimpiu studiati sono I'enzima di
degradazione dell'insulina (IDEjnsulin-degrading enzyme il cui gene (situato sul
cromosoma 10) si trova in linkage con AD (Ertekimq€ret al, 2000) e la neprilisina
dimostratasi capace di degradar@42 esogena, somministrata in perfusione nel cendll
ratto (lwataet al, 2000).

1.5.2. Ipotesi tossica dell’alluminio

Sono stati riscontrati elevati livelli di alluminioel cervello di persone affette da AD
(Zapatercet al, 1995; Delonclest al, 1995). Si discute sulla possibilita che I'allumioi possa
essere implicato nella patologia della malattiar{®hal., 1994; 1995; Corrigaet al, 1993).
Tale ipotesi e stata suggerita dall'evidenza spemiade che l'iniezione di alluminio nel
coniglio induca la comparsa di degenerazione néuiltdire, soprattutto in determinate aree

celebrali.
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Tuttavia, non tutte le specie animali reagiscorio stiesso modo e inoltre, la degenerazione
neurofibrillare indotta dall’alluminio é differentda quella presente in AD, in quanto é
costituita da grovigli di neurofilamenti chimicantere morfologicamente nonnali.

Infine, non vi sono prove dirette che la demenaacausata da una forma di intossicazione da
alluminio, anche se alcuni studi epidemiologici mardocumentato una debole associazione

tra AD ed utilizzo di antiacidi contenenti saliaiuminio.

1.5.3. Ipotesi Immunitaria

Secondo questa ipotesi con AD si svilupperebbe rgzione autoimmunitaria contro
specifiche strutture del SNC implicate anatomopaichmente nella patogenesi della AD
(neuroni colinergici del nucleo di Meynert, placeauritica). Infatti, nei pazienti affetti da AD
si riscontrano elevati titoli di anticorpi, che attano selettivamente i neuroni colinergici,
contro cellule prolattina-secernenti ed anti-neilaofenti.

Secondo alcuni Autori la produzione di autoanticogmstituirebbe un epifenomeno
nell’ambito degli eventi patogenetici della AD (ssuheramento di epitopi nascosti al sistema

immunitario).

1.5.4. Ipotesi della Barriera Ematoencefalica

Secondo alcuni Autori un’alterazione della permiabidella barriera ematoencefalica
permetterebbe a sostanze tossiche di penetraBNt&k di danneggiare i neuroni.
1.5.5. Ipotesi Virale

Come gia proposto per altre malattie neurologigher €s., la sclerosi multipla), non si puo
escludere che la AD abbia origine virale, ancheaevi sono prove sperimentali a favore di

questa ipotesi.

1.5.6. Altri fattori causali

Esistono altri fattori di rischio per AD, considgrdprobabili”. sono il livello di
scolarizzazione, patologie vascolari, alcune egpwsi occupazionali o ambientali (solventi
organici, campi magnetici, lavori manuali), il fuira depressione, i traumi cranici, I'abuso di
alcool (Zubenkeet al, 1990; Fratiglionet al, 1993; Mayewet al, 1995; Sobeét al, 1995;
Jacgmin-Gaddat al, 1996; Skooget al.,1996; Kukullet al.,1996; De Ronchet al., 1997,
Wanget al, 2004).
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Vengono riconosciuti, invece, come fattori protettifarmaci antinflammatori non steroidei
(FANS che determinano un’inibizione dei meccanismi anfmatori implicati nella
patogenesi dell’AD), gli estrogeni (che induconoawmento della sinaptogenesi nelle cellule
piramidali ippocampali CA1 ed una riduzione del&pdsizione dp-amiloide) ed il moderato
consumo di vino (McGeaesat al, 1996; Birge, 1997; Orgogost al.,, 1997).

1.6. Diagnosi

La fase diagnostica nella valutazione di un soggedh apparenti disturbi cognitivi inizia con
I'indagine anamnestica, indagando le eventualiiadiffa relative alla memoria ed agli altri
ambiti cognitivi e le loro ripercussioni sulla vith tutti i giorni (indagine ecologica). Se i
sospetti si cominciano a delineare chiaramente,pabso successivo € un’indagine
neuropsicologica, che ha lo scopo di confermareeman sospetti, analizzarli nei diversi
ambiti cognitivi e cercare di quantificarli, offréa cosi un utile elemento diagnostico ed un
parametro confrontabile nel tempo, per poter eféet I'indispensabiléollow-up. Appurata
I'esistenza del disturbo cognitivo, il clinico degscludere le forme secondarie con le idonee
indagini strumentali e con un’accurata obiettiilinica. Se tutti i dati convergono verso una
forma di decadimento cognitivo primitivo, I'analidel’andamento temporale e dei settori
neuropsicologici piu compromessi puo indirizzargseela corretta diagnosi clinica con

I'identificazione del tipo di patologia specifica dui si ritiene sia affetto il paziente.

L’'unica diagnosi certa di AD e pero quella istopagica, anche se elevati livelli di sensibilita
e specificita sono stati raggiunti mediante la raeaspunto di criteri di diagnosi clinica
universalmente accettati. Il sintomo iniziale edegwiale per porre diagnosi di AD secondo i
criteri NINCDS — ADRDA (\ational Institute of Neurological and Communicatisorders
and Stroke — Alzheimer’'s Disease and Related De&srédssociation Work GroygBlacker

D. et al,1994; Tab 1.6.1) e DSM IV (McKharet al, 1984), e ildeficit di memoria, cui deve
essere associata la compromissione almeno di immatea cognitiva (orientamento spazio-
temporale, ragionamento astratto, capacita di giadiinguaggio, calcolo, prassia, gnosia,
abilita visuo-spaziali e costruttive). L'utilizadi tali criteri porta, quindi, a porre diagnosi di
AD probabile o possibile (McKharet al., 1984).
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Table 1 MNINCDS-criteria of Alzheimer’s disease

— dementia established by chinical examination and documented
by the WS, BDS, or some similar examination, and confirmed
by neuropsychological tests

— deficits in two ar more areas of cognition

— progressive worsening of memory and other cogntive function

— no disturbance of consciousness

— onset between age of 40 and 90, most often after the age 63; and

— absence of systemic disorders or other brain diseases that in

and of themselves could account for the progressive deficits
memary and cognition

TABELLA 1.6.1. Criteri diagnostici secondo NINCDS per la malattia
Alzheimer.

La diagnosi di AD “probabile” si basa sul riscontla deterioramento mentale stabilito
clinicamente e mediante tests neuropsicologieficit in due o piu aree cognitive, tra cui la
memoria, assenza di alterazione della coscienzap idei sintomi dopo i 40 anni, esordio
insidioso, decorso progressivo ed esclusione dé gdatologie capaci di compromettere le

funzioni cognitive.

by

La diagnosi di AD “possibile” € riservata alle fagnton caratteristiche cliniche atipiche
(insorgenza brusca, segni neurologici focali, imdotazione motoria precoce, crisi epilettiche
precoci) o con malattie sistemiche o cerebrali isbesti, che tuttavia non si ritiene possano
essere causa della demenza. Oggi si tende a faerdilgnosi di AD in tutti quei casi in cui,
nonostante le sovrapposizioni, i criteri per la attg di AD siano sufficienti a giustificare la

clinica.

Mentre il ruolo dei test € abbastanza secondasjmetio agli esami neuroradiologici nel caso
della diagnosi differenziale tra AD e demenze vEsGoo rispetto allo stesso esame clinico
per la diagnosi differenziale tra AD e “demenzeamirticali” (ad es., morbo di Parkinson,
malattia di Huntington), un’area di notevole imporza € costituita dalla diagnosi
differenziale tra AD e demenza fronto-temporale B-TIn una serie di studi comparativi &
stato possibile dimostrare un differente profilgpdestazioni in pazienti con diagnosi clinica

di AD ed FTD (Binettiet al, 1998; Cappat al, 1998) (Tab.1.6.2).
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[. Cerebral neuronal Alzheimer’s disease
degenerations Spectrum of frontotemporal lobe dementias
Dementia and parkinsonism (dementia with Lewy Bodies, DLE)
Other svstem degenerations
II. Acquired cerebral disorders Vascular dementias
Multiple sclerosis
Intracranial neoplasms (meningeoma )
Head trauma (incl. subdural hematoma)
Hydrocephalus
Transmissible spongioform encephalopathies (e.g., CIDY
IT1. Other systemie disorders Metabolic disorders malmutrition
Wit. B12 deficiency
Infections (HIV)
Meurcsyphilis
Wiral encephalitis
IV, Psychiatric disorders Major depression
Delirium
Abuse of alcohol, dugs

TABI_E!_LA 1.6.2. Diagnosi differenziale delle varie forme di deteamento

COgnItIVO.
Una variante della AD recentemente descritta, @regentata dalla demenza associata ai
corpi corticali di Lewy, che rappresenta circa 0% di tutti i casi di demenza. Le
caratteristiche cliniche di questa malattia comgogo esecuzioni cognitive fluttuanti con
episodi di confusione; allucinazioni visive relaiaente precoci e persistenti 0 psicosi
paranoidi (manifestazioni che nella AD possono camn@ in un secondo tempo), disturbi
precoci dell'andatura ed ogni combinazione di iitgid bradichinesia, tremore e postura
flessa. A differenza dell’AD, i deficit cognitivicompresi i disordini della memoria, sono

meno importanti nelle fasi precoci della malattia.

Le tecniche dineuroimagingassumono un ruolo importante niédlt diagnostico delle
demenze e dellAD, da un lato escludendo patoleg®ondizioni in grado di generare un
quadro sindromico simile, quali tumori cerebralmaomi sottodurali, idrocefalo e lesioni
ischemiche, dall’altro evidenziando un quadro difé che, sebbene non specifico, & di aiuto
nel formulare la diagnosi. La tomografia computesia (TC) e la risonanza magnetica (RM),
infatti, sono in grado di dimostrare nei pazientfase avanzata una dilatazione dei ventricoli
laterali e del terzo ventricolo fino al doppio @etlimensioni normali, nonché un ampliamento
dei solchi corticali; la RM in sezione sottile distaa una sproporzionata atrofia degli

ippocampi ed un allargamento dei corni temporaliveatricoli laterali. (Fig. 1.6.1)
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FIGURA 1.6.1. Aspetti patologici mascroscopici nella malattiaAtliheimer.

Nelle fasi precoci della malattia, invece, le a®@oni spesso non sono distinguibili da quelle
che si osservano in anziani con funzioni cognithadterate; infatti un certo grado di atrofia
cerebrale e presente anche nell'invecchiamento alere la differenza con i quadri di AD é

di tipo puramente quantitativo.

Le indagini neuroradiologiche funzionali, come P@&Imografia ad emissione di positroni) e
SPECT (tomografia ad emissione di fotone singalbg possiedono una maggiore specificita,
rilevano rispettivamente un ipometabolismo ed upafflusso nelle regioni associative
temporo-parietali gia nelle fasi precoci della ni#a con risparmio delle regioni sensitive e
motorie primarie, dei gangli della base, del talaendel cervelletto (Friedlanet al, 1983;
Kuhl et al, 1985). Il deficit di perfusione e metabolismo cerebrale presentanduo
correlazione con le caratteristiche del deteriorsmeognitivo del paziente. La presenza di

asimmetria funzionale emisferica € frequente e mreta con le asimmetrie delle varie
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compromissioni, che si osservano nelle valutazioeuropsicologiche: un’alterazione
prevalente dell’emisfero sinistro si accompagnaaggiori difficolta nelle prove linguistiche,
mentre i pazienti con opposta asimmetria si dinaostrdeficitari soprattutto nelle prove
visuopercettive. La riduzione del metabolismo cealgbnon € una semplice conseguenza
dell'atrofia, come dimostra la capacita di SPECTPET di evidenziare aree a ridotto

metabolismo ben prima che le modificazioni morfie#stirali siano evidenti (Fig. 1.6.2.).

FIGURA 1.6.2. Immagine PET di un cervello alzheimeriano a véadsdi malattiaA =
demenza in fase inizial& = demenza moderat&;= demenza in stadio avanzato.

L’analisi convenzionale ddiquor € normale, e solo occasionalmente si puo evidenzia

lieve aumento delle proteine totali.

Durante le prime fasi diagnostiche e importanteiteeie attentamente la presenza di patologie
internistiche capaci di rendere conto del quadraeterioramento cognitivo, quali I'iper o
ipotiroidismo, I'insufficienza epatica, renale speratoria, il diabete e I'ipertensione arteriosa
con le loro complicanze, deficit di acido folico o vitamina B12: tali quadri sist&mcome
altre patologie neurologiche, tra cui I'idrocefadormoteso, sono trattabili ed il decadimento
cognitivo da essi determinato €, almeno parzialmemversibile. Sono inoltre da escludere
I'abuso di alcolici o di altre sostanze (comprefgirmaci) e I'esposizione a tossici ambientali.
Una corretta diagnosi €, inoltre, essenziale pdergenare un trattamento mirato, una

prognosi realistica ed i possibili rischi gene{@eldmacher e Whitehouse, 1996).

Un altro possibile esame é l'elettroencefalogramfad servire per verificare eventuali
alterazioni dell'attivita elettroencefalica: neleD si osserva generalmente un rallentamento
del ritmo di fondo, con incremento dell'attivitaetla @) e delta §). Tuttavia, 'assenza di
alterazioni elettroencefalografiche non escludediagnosi, in quanto vi € una notevole
eterogeneita ed alcuni pazienti con AD possonomostrare rallentamento del tracciato per

diversi anni.
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Anche un semplice esame del sangue, per verifaaeeie odeficit biochimici, pud essere

utile.

Dal momento che i criteri clinici in uso non pertoeb né diagnosi precoce né differenziale
di AD, e giacche l'efficacia terapeutica sarebbeygiare se intervenisse prima dell’'istaurarsi
dei meccanismi neurodegenerativi, si fa sempre ygente la necessita di disporre di

biomarkers capaci di fornire una diagnosi precoce e accutiafd.

Ad oggi, secondo numerosi reports che affrontanguiestione dei biomarkers in AD (Frank
et al, 2003; Shawet al., 2007), i livelli di tau totale (t-tau) ed pAmisurati nel liquido
cerebrospinale (CSF) sono identificati come i patambiologici piu promettenti ed

informativi nella AD.

Aumentati livelli di tau neliquor si ritiene siano associati al rilascio della preeassociata
ai microtubuli tau (MAPT) da parte dei neuroni deggiati, che circondano i grovigli
neurofibrillari (heurofibrillar tangleso NFT) ed i neuriti distrofici, facenti parte delplacca
neuritica. Il valore predittivo degli elevati liviedi tau, riscontrati nella AD, risulta, pero,
avere poca importanza dal momento che questo gegertiscontra anche in altre forme
dementigene (demenza a corpi di Lewy, FTD, morbGreéutzfield-Jacobstroke Arai et al,
1995; Vigo-Pelfreyet al., 1995).

Nel CSF di persone affette da AD sono rilevabdotti livelli di APP, anche se non e ancora
stabilito sistematicamente se tale deficienza pecifica per la AD (Lanfelet al, 1995;
Almkvist et al, 1997). La concentrazione dBAinfatti, sembra essere diminuita in pazienti
con AD (Motteret al, 1995), probabilmente come conseguenza di unendita eliminazione

dal tessuto cerebrale, dovuta al deposito intrayghienale del peptide.

La combinazione di aumentati livelli in CSF di t+ta phosphotau (p-tau), forma fosforilata di
tau, insieme a diminuita concentrazione @48 € considerata un segno patologico distintivo,
diagnostico per AD (Blennowet al, 2003; Franlket al, 2003; Sunderlanet al, 2003; deLeon
et al, 2006; Thakt al, 2006; Shawvet al, 2007; Vanderstichelet al, 2008;). Recenti studi
forniscono, inoltre, dati preliminari che suggeoso che tale combinazione dei parametri
appena descritti potrebbe essere un dato prediéa conversione ad AD in soggetti con

mild cognitive impairmeniMCI; Hansonret al,, 2006; Lesliest al, 2009).

Allo stato dell’'arte, la diagnosi clinica di AD grabile raggiunge il 90% dell'accuratezza
usando moderni metodi clinici, neuropsicologici ieidaging la sensibilita e specificita
diagnostica negli stadi precoci della malattia migino grazie all'uso dmarkersnel CSF
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(tau e peptidi 8) e markers plasmatici (es. rapport@-A2/AB-40). Nonostante cio, urge

I'identificazione di test semplici, non invasivirga diagnosi precoce di AD.

Recentemente, Jellinger e colleghi hanno identdicena nuova proteina: ALZAS (Alzheimer
Associated Protein) di 79 ammino acidi (aa), coatés il frammento B42, il frammento

transmembrana (TM) ed un frammento C-terminale BPAdi 12 aa (non presenti in altri
alleli noti di APP), il cui gene é localizzato sclomosoma 21, all'interno della regione
codificante per APP. ALZAS e espressa nelle regooniicali ed ippocampali, cosi come nei
linfociti dei pazienti AD. Test ELISA hanno evideato elevati titoli plasmatici della proteina
antigenica in pazienti MCI, ma solo moderate cotregioni in pazienti AD (confermati post-
mortem); infine ridotti o addirittura assenti liiebdel framento C-terminale nei gruppi
controllo giovani ed anziani (Jellinget al, 2008). Lo studio dimostra che ALZAS sia un
affidabile biomarker dotato della capacita di riflettere gli squilisia centrali che periferici in

corso di AD. Si auspica una prossima applicazmraemarkerdiagnostico periferico, non

invasivo.

Anamnesi, bioimaging e valutazione neuropsicologica forniscono nel desgp delle
indicazioni diagnostiche piuttosto precise, ma, eaia detto in precedenza, I'unica diagnosi
certa di AD e possibile solgost-mortemattraverso I'autopsia. E’ pertanto, importantel]an
formulazione dell'ipotesi diagnostica, valutare dassibilita che il paziente sia affetto da

forme patologiche diverse che presentano sintompante simili.

1.6.1. Valutazione neuropsicologica e cognitiva

La valutazione neuropsicologica si avvale di uniéeipia di test per la misurazione del quadro
cognitivo e dellostatusdelle principali funzioni cognitive. Vengono preseesame diverse
funzioni: memoria a breve termine, memoria a lubganine, funzioni attentive, funzioni
verbali, funzioni percettive e prassiche, funzioognitive generali.

Il primo test che viene eseguito €, generalmehtdjrii Mental State Examinatio(MMSE)
(Folstein et al, 1985), una prova che in pochi minuti puo forndelle interessanti
informazioni diagnostiche sullo stato cognitivo gakziente. Attraverso il MMSE e possibile
valutare I'orientamento spaziale e temporale deliguae, il livello cognitivo, le funzioni
prassiche, mnestiche e grafiche (Fig. 1.6.1.1.).
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FIGURA 1.6.1.1.Evoluzione della malattia di Alzheiméfeldman & Gracon, 1996)XVIII

Qui di seguito € riportato un esempio di valutagioeuropsicologica per fenomeni cognitivi:

Orientamento: si chiede al paziente che giornaléve si trova;

Memoria a breve termine: si fanno vedere al paeiémat oggetti; quindi gli si chiede
di ripeterli,

Attenzione al calcolo: gli si chiede di sottrarreo@ni volta a partire da un dato
numero,

Memoria di fissazione: si chiedono di nuovo gli etjgprima mostrati,

Linguaggio: si chiede al paziente di dare un nondeianuovi oggetti; si invita il

paziente a ripetere frasi, leggere e scrivere.

Il test dell'orologio €lock-drawing tegtvaluta le funzioni esecutive del lobo frontale
e le abilita visuospaziali; il test dura 5-10 minat & estremamente diffuso nella
pratica clinica. Come il MMSE, il test dell’orolagimanca di un’adeguata sensibilita
per la diagnosi di demenza precoce o moderata {flualKK et al, 2002). Il test
dell'orologio viene valutato secondo i criteri deic da Freedman e colleghi
(Freedmanet al.1994); al paziente viene richiesto di disegnareouniogio e di
inserirvi i numeri e le lancette, in modo da viszedre un orario stabilito. La
valutazione prende in considerazione alcune caisitthe del disegno, a cui sono
attribuiti dei punteggi; si osserva: la forma detahio, I'ordine corretto e la posizione

dei numeri, posizionamento corretto delle lancetie.
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Esistono molteplici test, alcuni utili a valutarefficacia di trattamento (ADASAlzheimer
Disease Association Scalaltri usati per graduare i livelli di gravitald&D; in ogni caso il
test neuropsicologico rappresenta un’ estensiotiesime obiettivo neurologico, partecipa
alla diagnosi ed al processo nosologico, ed eentin ottimo strumento informativo ai fini

assistenziali e medico-legali.

1.7. Trattamento

AD e una patologia progressiva, tuttora incurabilen esistono ad oggi trattamenti capaci di
arrestare la progressione della degenerazione reégebll trattamento risulta pertanto,

finalizzato a rallentare il decorso ingravescemtanigliorare, almeno temporaneamente, i
sintomi cognitivi e comportamentali e a garantirgpaziente una qualita della vita buona o
guantomeno dignitosa.

Le strategie terapeutiche comprendono: farmaci tavgoale bersaglio di azione i

neurotrasmettitori, farmaci anti-inflammatori, egfeni e farmaci anti-ossidanti.

Nell AD sono stati riscontrati livelli ridotti dimolti neurotrasmettitori, ma il sistema

maggiormente compromesso e il sistema colinerdiap (.7.1.).

Sinapsi e demenza di tipo Alzheimer:

Sinapsi normale: T, Cetva revosa

=] v
S Recettore Aceticoina 2
Assone mie Recen oo

1
o

Ceiuia rervosa sana

FIGURA 1.7.1. Meccanismo di trasmissione del segnale dell'amsiila tra due sinapsi sane (a
sinistra) e tra due sinapsi di un paziente afféat@\D.

Il riscontro di un graveleficit colinergico nell’AD ha aperto la strada ad unaesdritentativi
terapeutici volti a ripristinare livelli normali dicetilcolina a livello cerebrale, partendo dal
principio che il potenziamento od il ripristino telfunzione colinergica possa ridurre
significativamente la gravita del deterioramentgratvo (Mori et al, 1995). Sono percio
stati intrapresistudi clinici volti a valutarediverse sostanze, note per essere in grado di
potenziare la neurotrasmissione colinergica. |ltasiumigliori sono stati raggiunti con gli

inibitori della acetilcolinoesterasi (AchE), un @na che inattiva I'acetilcolina una volta che
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essa viene liberata dalle terminazioni nervose. IQoibizione di questo enzima si permette
al neurotrasmettitore di rimanere attivo piu a lra livello delle terminazioni sinapsiche
(Fig. 1.7.2))
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del AChE
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FIGURA 1.7.2. Meccanismo d'azione degli inibitori della acetliooesterasi a livello sinaptico.

La somministrazione di precursori di Ach, qualiical e lecitina, si & dimostrata inefficace
(Etienneet al. 1981; Patel 1995), mentre sono ancora allo stagionisti muscarinici e
nicotinici.
La classe degli inibitori di Achlpuo essere suddivisa in cinque gruppi:

1. aminoacridinetacring;

2. piperidine:donezepil

3. carbamatifisostigmina e rivastigmina

4. organofosforicimetrifonatq

5. alcaloidi terziari;galantamina
La tacrina € stato il primo farmaco ad essere sperimentaton(&er et al, 1981). Si e
dimostrato che i malati di AD trattati cdacrina presentavano un declino significativamente
inferiore delle funzioni cognitive rispetto a pagietrattati con placebo. Vi erano, tuttavia,
degli effetti collaterali importanti: alterazionegli indici di funzionalita epatica e disturbi
gastrointestinali, come nausea e vomito.
Per tutti questi effetti collaterali e le precaudiche ne accompagnavano I'impiego, la
tacrina e stata sostituita da un altro farmaco della stelssse: ildonezepil che, a differenza
della tacrina, non presenta una significativa epatotossicitu@ @ssere somministrato una
sola volta al giorno, data la sua lunga emivitaefigtto collaterale piu frequente é
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rappresentato da modesta nausea o pirosi, fregemrattutto a dosaggi maggiori. | risultati
ottenuti con ildonezepisono sovrapponibili a quelli deltacrina, ma con il vantaggio che gli
effetti collaterali sono piu modesti (Camertral. 2000).

Da un punto di vista biochimico, sembra che quastnaci, grazie all’attivazione indiretta dei
recettori muscarinici, portino ad un effetto protet nei confronti della neurodegenerazione
ed ad una modificazione del metabolismo di APP.

Esiste una categoria completamente diversa di farnhaui meccanismo d’ azione é rivolto
contro i processi inflammatori, che rivestirebbarm ruolo importante nella patogenesi
dell’AD. Nel cervello dei pazienti con AD sono peesi alcune proteine infammatorie ed
elementi del sistema immunitario, che sembranovadinnella genesi del danno neuronale e
nella deposizione di amiloide.

E stato osservato che pazienti affetti da artetentatoide, che assumono per lunghi periodi
FANS hanno una prevalenza ridotta di AD. L'utilizzo atinflammatori sembra, quindi,
ridurre il rischio di sviluppare AD. E stato dimcsb che lndometacinainduce un
miglioramento delle funzioni cognitive nei pazieodin AD contro un peggioramento in quelli
che assumevano placebo. Tuttavia, la comparsa ali gffetti gastrointestinali limita
fortemente I'impiego ddrANS

La ricerca é attualmente tesa alla scoperta dnuoaa classe di farmaci antinfiammatori che
non abbiano questo effetto collaterale, come peames gli inibitori selettivi della
cicloossigenasi (COX-2); tra questi il candidatangipale risulta essere al momento |l
Rofecoxib, la cui messa in commercio € stata aa#ata nel 2002, in base a dati tossicologici,
farmacologici e clinici favorevoli, dal Comitato pke Specialitd Medicinali del’lEMEA , il
CPMP.

Gli estrogeni possono influenzare positivamentdulezioni cognitive: donne che hanno
ricevuto una terapia ormonale sostitutiva hannaonimor rischio di sviluppare I'AD. Rimane

il dubbio di un aumentato rischio di trombosi duinore alla mammella. Inoltre sia estrogeni
che testosterone risultano capaci di promuoiresgtro il clivaggio “non amiloidogenico” di
APP operato da-secretasi e di ridurre la formazione @3.A

L’accumulo degli effetti dannosi provocati dai reali liberi sulle membrane e sul materiale
genetico delle cellule favorisce i processi di tolgamento e di degenerazione. Questo
accumulo sarebbe legato sia ad un’aumentata praaieizii radicali liberi che ad un difetto
nel loro smaltimento. La somministrazione di ardidanti come la vitamina E (detta anche

tocoferolo) o di selegilina [un inibitore selettidelle monoamino ossidasi tipo B (MAO-B),
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cioe di enzimi coinvolti nella degradazione dellatecolamine] potrebbe rallentare la
progressione della malattia.

Nuove terapie anti-amiloidi sono attualmente irefdsstudio. L’obiettivo di tali strategie e di
prevenire la formazione della placca amiloide tteminterferenza diretta con le secretasi
(inibire le 3 e y-secretasi o favorire il taglio di-secretasi) o rimozione dei peptidi amiloidi
tramite I'uso di agenti anti-aggreganti o tramitenunizzazione.

Gli inibitori delle B-secretasi sono polipeptidi che si sono dimos#ticaci in vitro, la cui
biodisponibilita e stabilitén vivo non sono state ancora valutate ytsecretasi rappresentano
un target terapeutico alternativo; sono stati @ghti inibitori di tali enzimi, che
effettivamente prevengono la formazione dei peidiloidi, ma il loro uso e limitato dalla
possibile interferenza con il signaling di Notch.

Una classe emergente di farmaci € rappresentath agenti ipocolesterolemizzanti, le
statine. Studi epidemiologici recenti dimostrance ghazienti anziani che hanno ricevuto
trattamento con statine, hanno un minor rischisviluppo di demenza rispetto ad individui
non trattati di eta corrispondente (Jiek al, 2000). Inoltre agenti ipocolesterolemizzanti
riducono la secrezione difAin colture cellulari, e la simvastatina riducevelli di Ap nel
liquor di cavie (Fassbendet al, 2001). Uno studio randomizzato di 26 settimao@dotto
da Simons e coll su 44 pazienti con AD, ha indisiduuna minore riduzione del punteggio
del’lMMSE nei pazienti che assumevano simvasta(@@ mg/die) rispetto a quelli che
assumevano placebo (Simoes al, 2002). La superiorita delle statine lipofile (pes.
simvastatina, lovastatina, che attraversano laidrarrematoencefalica piu efficacemente)
rispetto a quelle idrofile (per es. pravastatinaydstatina, rosuvastatina e atorvastatina) e

ancora materia di dibattito.

Un altro approccio volto a ridurre I'accumulo dstanza amiloide e la tossicita che ne deriva
consiste nell'uso di agenti chimici che prevengdnbgomerizzazione e formazione delle
fibrille di AB; sono stati proposti una varieta di composti, ¢ta il rosso Congo, la
rifampicina, la doxorubicina, la nicotina ed il kefurano: a causa della loro tossicita nessuna

di tali molecole trova applicaziorie vivo.

Oligosaccaridi e chelanti metallici potrebbero ttase potenziali plaque busters in grado
di dissolvere le placche amiloidi; una particolatéenzione € rivolta ai chelanti degli ioni
rame, dal momento che tali ioni sono in grado dumne I'aggregazione di & In uno studio
clinico di fase Il, condotto in un gruppo di pazieAD trattati con clioquinolo, si sono

osservati ridotti livelli di peptide amiloide, aunte dei livelli di zinco e un punteggio
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superiore nel test cognitivo ADAR\heimer's Disease Assessment Jcebgpetto al gruppo
trattato con placebo (Ritchiet al, 2003). Il clioquinolo € urmetal-protein-attenuating
compound(MPAC), che inibisce l'interazione tra gli ionirmio e rame e Ig-amiloide,
favorendone quindi il dissolvimento e prevendorgcdumulo. Il profilo di sicurezza e
I'efficacia biochimica del clioquionolo, risultantia questi studi, incoraggiano a proseguire |

lavori di ricerca.

Un altro dato interessante proviene da studi seranRNA (miRNA), presenti nel cervello
umano, dove regolano l'espressione genica neurorsal®sserva nei pazienti AD una
specifica alterazione dei livelli di taluni miRNA particolare, e stato dimostrata un aumento
dell'espressione di miRNA-146a, il quale risultansbile a NF-kB e la cui sequenza e
altamente complementare auBitranslated regio{3'UTR) del fattore H del complemento H
(CFH), un importante repressore della rispostaamfnatoria neuronale. Presumibilmente,
durante la cascata inflammatoria 'aumentata esjmes di NF-kB sensibilizza I'azione di
MiRNA-146a, il quale agisce sequestrando CFH irdbee I'azione anti-infiammatoria;up-
regulationdi miRNA-146a associata @dow-regulationdi CFH e stata osservata nel cervello
di pazienti AD post mortened in cellule neuronali umane in coltura primgHNC), in cui

si induce stress neuronale (Lukewal, 2008). Negli studin vitro su tali cellule, I'utilizzo di
resveratrolo (inibitore di NF-kB) o di oligonuclédit antisenso di miRNA-146a (anti-
mMiRNA-146a) ripristinano i livelli di CFH; dimostralo cosi un ruolo potenziale degli anti-

mMIiRNA-146a come strategia terapeutica contro Binfmazione patologica in AD.

L’'uso di terapie vaccinali per la AD ha una stqguiattosto recente, inaugurata nel 1999 dagli
studi di un'azienda farmaceutica californiana, lankE che ha cominciato a studiare una
possibile terapia immunitaria su topi geneticamemiadificati (PD-APP), affinché a sei
settimane di vita sviluppassero la malattia. Quegii sono stati immunizzati con il peptifle
amiloide, in particolare contro la sua porzior@2. | risultati (Schenlet al, 1999) sono stati
eclatanti. L'immunizzazione previene la formaziatedle placche, mentre negli animali piu
vecchi riduce la progressione dei processi neumdagtivi. Presumibilmente, gli elevati
livelli periferici di anticorpi anti-amiloide indéitnei topi consentono ad una ridotta frazione
di essi di passare la BEE ed agire a livello cémtréd fronte di tali dati, segui la
sperimentazione sull'uomo: furono avviati in USAgtiestudi di fase | . | primi risultati

furono estremamente positivi.
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Successivamente l'immunizzazione atfiche aveva fatto tanto sperare per i risultagruiti

sui modelli murini e per l'iniziale successo dedperimentazione umana, € stata quasi del
tutto abbandonata dopo i numerosi casi di encefalit imposero la sospensione dello studio
clinico nel 2002. Secondo uno studio retrospettiV/omprevisto sviluppo della grave
inflammazione dell’encefalo sarebbe stato innesdatana intensissima risposta dei linfociti
T contro gli aggregati di A Alcuni studiosi, fra cui Cynthia Lemere, contineaa percorrere
guesta via, impiegando solo parti del peptide, sdrabrano in grado di attivare una risposta
delle cellule B senza evocare la pericolosa reazdm linfociti T. Questi tentativi sono pero

considerati con prudenza e scetticismo dalla magpgide dei ricercatori.

L'immunizzazione passiva invece di grande attualita ed il trattamentgredo di conferirla,

realizzato dalla Elan Corporation, e giunto alléale di sperimentazione clinica. Gli anticorpi
sono prodotti da cellule di topo geneticamentgegnerizzatg@er prevenire il rigetto da parte
dell’organismo umano e sembra che non inneschiaqadte delle cellule-T, risposte nocive
per I'encefalo. Tuttavia la reale efficacia terdapeu dell'immunizzazione passiva € ancora
controversa. Si € osservato, ad esempio, che ftitioapi passano difficilmente la BEE e gl
effetti dell'immunizzazione passiva riscontrati elcune ricerche potrebbero essere la
conseguenza di un processo indiretto. L'azioneidegicorpi contro i peptidi A presenti
diffusamente nell'organismo ne causerebbe una fodtezione periferica, che indurrebbe il
cervello a mobilizzare dalla placche i suoi pepiidieccesso, che raggiungono cosi la
periferia. Se tale & il meccanismo operante, I'iminzazione passiva agirebbe, in qualche

modo, alterando un equilibrio fisiologico.

Infine, non si pud non menzionare il promettentetavo di terapia cellularehe Mark

Tuszynski dell’'Universita della California a SaneDo ha sperimentato su alcuni volontari in
una fase non avanzata della malattia (Tuszyeski., 2005). Dopo aver prelevato cellule da
biopsie cutanee, vi ha inserito il gene codificahidGF (nerve growth factgr ha poi

introdotto queste cellule geneticamente modificetleproencefalo degli stessi pazienti, con |l
risultato di un marcato rallentamento del declimgrativo. Anche se questo studio, per il
ridotto numero dei soggetti trattati e la mancagizzdeguati controlli, non puo ritenersi molto
significativo, il suo buon esito ha incoraggiatawio di nuovi progetti di terapia cellulare

con protocolli piu esigenti, che consentano diineiqualche speranza per il futuro.
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2. NEUROINFIAMMAZIONE: UN PROCESSO PATOLOGICO PREC OCE

Le placche amiloidi in AD colocalizzano con con ampia varieta di molecole pro-
inflammatorie (fattori del complemento, proteine llalefase acuta, citochine pro-
inflammatorie) e sono strettamente associate ctimazibne microgliale ed astrocitaria.
Numerose evidenze sostengono una forte correlazimde placche amiloidi ed una
caratteristica risposta inflammatoria indotta locahte, indipendente da risposta immunitaria
(di tipo adattativo) e di natura cronica. Studnidopatologici mostrano come l'attivazione
microgliale sia un evento patogenico precoce, chequle I'estesa perdita neuronale osservata
in AD. Studi epidemiologici evidenziano l'esistendalinkage disequilibriumtra AD ed
alcuni geni codificanti proteine della fase acutatechine, proposti pertanto come fattori di
rischio di AD. Ulteriori indagini epidemiologicheirdostrano come l'uso di farmaci anti-
inflammatori non steroidei (NSAIDs) possa prevergfe ritardare il rischio di sviluppare
AD; nonostante il loro utilizzo come trattamentaafgeutico non si sia poi rivelato cosi
positivo come atteso, il dato e servito a prendereonsiderazione il ruolo dei meccanismi

inflammatori in AD.

Le forme di AD ad insorgenza precoce (35-40 arsgdpresentano una piccola frazione dei
casi di AD, che include le forme ad eredita autasantlominante, causate da mutazioni in
geni localizzati sui cromosomi 1, 14 e 21; in &aluazioni si considera come evento primario
e scatenante il disordine I'aumentata produzionie paptidi A3 (soprattutto g42), con
conseguente oligomerizzazione e deposito extrdasdlidella forma fibrillare neurotossica,
inducente la risposta inflammatoria.

L’eziologia delle forme sporadiche (ad insorgenaadit/a), costituenti la maggioranza dei
casi di AD, risulta ancora poco definita, anchesse&lelinea una patogenesi eterogenea e
multifattoriale; ovvero esse si rivelano come lasgguenza di un’ interazione tra geni di
suscettibilita (es. apolipoproteina E4) e fattartischio ambientali, sempre piu assimilabili a
certi stili di vita (Hoyer, 2000).

Sebbene le forme familiari e sporadiche di AD normino un’entita nosologica omogenea,
esse condividono le medesime caratteristiche tlie neuropatologiche. Tale concetto
(eterogeneita eziologica e uniformita clinica) rmuovo nella scienza medica (es. diabete
mellito di tipo | e II); concorde a questa linegpéinsiero Hoyer distingue due forme di AD: di
tipo | (forma familiare) e di tipo Il (forma sporiad). La formulazione di tale idea nasce da
una serie di evidenze, secondo le quali nel tesseioonale in corso di AD (soprattutto AD
di tipo Il) si assiste a svariate modificazioni Idestato fisiologico: ridotto metabolismo
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energetico, consumo di glucosio, alterazioni dgnsée insulinico e stress ossidativo. Lo
stress ossidativo precede l'insorgenza dei sintdmici tipici di AD; l'origine del danno
ossidativo e attribuibile alla disfunzione mitocomte, che inevitabilmente disturba le
funzioni normali della cellula, rendendola piu gbite agli insulti neurotossici e provocando
I'innesco della morte cellulare programmata, evahtiave delle patologie neurodegenerative.
Infine, AD (tipo Il) viene da alcuni consideratonse “diabete di tipo Il o neuronale”, dal
momento che in tale patologia si osserva un’alter&z del metabolismo dell'insulina a
livello dei tessuti neuronali, dove si assisteesddmeno di resistenza insulinica, che gioca un

ruolo importante nelle fasi precoci della malafioreiraet al, 2007).

2.1 Cronicita della risposta inflammatoria in AD

L’assenza di immunoglobuline eD infiltrati linfoaii (linfociti T) nelle placche senili
suggerisce che né la risposta umorale né quellal@ehediata siano coinvolte nella
formazione delle placche amiloidi cerebrali (Hadydet al, 2000); inoltre non si osserva
nell’endotelio capillare cerebrale dei pazienti AlBun aumento nell’espressione di molecole
di adesione iftercellular adhesion molecule-t ICAM-1; vascular cellular adhesion
molecule-1- VCAM-1, E-selectina), evento necessario peedlutamento dei leucociti dalla
periferia al focus inflammatorio intracerebraleliTati sono pertanto in linea con lipotesi di
una risposta infiammatoria locale, cronica e indgente dal sistema immunitario (Sl)
adattativo in assenza di influsso di leucociti fegiti (Eikelenboonet al, 1996).

La deposizione dei peptidi e I'evento scatenante il processo inflammatorio.stata
dimostrata la capacita diAdi legare il fattore del complemento C1, con sest&
attivazione della cascata del complemento (ante@amdipendente) (Rogerst al, 1992);
numerose proteine pro-inflammatorie definite “pno¢eAB-associate” (Aikamat al, 2000)
colocalizzano con la placca amiloide, in particelad-antichimotripsina (ACT), ICAM-1,
a2-macroglobulina, clusterina, apolipoproteina Enponente P amiloidea sierica ed eparan
solfato. La loro produzione sembra essere localendanento che ad oggi non esistono
evidenze che supportino una disfunzione di BEE ) ioltre Kalaria e collaboratori (1993)
hanno dimostrato che il tessuto neuronale espriRBAndi tali proteine. Studin vivo su topi
hAPP (esprimenthumanAPP) dimostrano che l'aumentata espressione dinalgroteine
AB-associate (ApoE, ACT) conduce ad un aumentatosiepdi peptidi amiloidi (Balegt
al., 1997; Nilssoret al, 2001), mentre il risultato dell'inibizione deltfore del complemento

e un diminuito accumulo di sostanza amiloide (W@srray et al, 2000). Tali dati
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sottolineano I'importanza delle proteing-Associate nell’equilibrio dinamico tra deposizione
e rimozione di A& neuronale.

Un ruolo chiave nei processi inflammatori assocaatieurodegenerazione € attribuito alla
microglia, che rappresenta la prima linea di difdshtessuto neuronale contro ogni tipo di
insulto ambientale. Recenti studi, basati sullanitec PET, utilizzando urmarker di
attivazione microgliale (PK-11195, ligando del réoee benzodiapeninico periferico pBR),
supportano l'ipotesi che tale attivazione rapprésen evento patogenetico precoce, che
anticipa il manifestarsi dell’atrofia cerebrale paizienti AD (Cagniret al, 2001).

La forma fibrillare di A3 induce una risposta inflammatoria cronica mediktida microglia,

la cui attivazione risulta particolarmente evideatkvello delle placche neuritiche; le cellule
microgliali attivate sono immunoreattive per ILIL;6 e TNF-a (Griffin et al.,1989; Dickson
et al.,1993; Huell et al.,1995) e si dimostranoacapli produrre e rilasciare prodotti tossici,
guali specie reattive dell’'ossigeno (ROS) (Medalgl995), citochine pro-inflammatorie. In
particolare, IL-1 presenta la capacita di regolareitro la sintesi di APP e la produzione dei
frammenti A3 (Blasko et al, 1999) eccitotossine (Giuliaat al, 1997) e proteasi, che
danneggiano la vitalita dei neuroni vicini. La naoiglia rappresenta I'elemento essenziale
attraverso cui si esercita la neurotossicita deodii di AB; € importante ricordare che, in
aggiunta a quanto detto, la microglia produce arifoehine anti-infammatorie , come IL-
10 (De Grootet al, 2001). Inoltre, la cascata inflammatoria indattaamiloide coinvolge le
gia citate proteine associate af},An grado sia (alcune) di indurre che (altre) prave la
oligomerizzazione delle fibrille B e la successiva deposizione; uno squilibrio trastjudue
tipi di proteine é stato riscontrato in AD (Zha al, 1995). Pertanto, se da un lato
l'attivazione inflammatoria da [ in AD contribuisce all'innesco del processo
neurodegenerativo, dall’altro alcune proteine miatorie (soprattutto fattori del
complemento) stimolano lelearancedi A ad opera della microglia (Rogess al, 2002).
Tale concetto non é sorprendente dal momento ailarlinazione dello stimolo patogenetico
(depositi di A3) e di meccanismi di riparazione tissutale sonattaristiche salienti.

Un altro tratto distintivo della risposta infiamragg sistemica consiste in un aumento delle
concentrazioni plasmatiche delle proteine di fagéag ricontrato anche nel siero dei pazienti
AD; in particolare si riportano aumentati livellesci di ACT (Licastroet al, 1995 ), IL-6 e
TNF-a e dimuzione dei livelli di albumina (Maes al,, 1999).

Un aspetto interessante recentemente emerso resstre il ruolo dei neuroni ,da sempre

descritti come vittime passive del danno indottled@sposta microgliale ai depositi A3; in
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realta diversi studi riportano un ruolo attivo aeguroni nella neuroinflammazione in AD

(Hoozemanegt al, 2002).

2.2.Una risposta inflammatoria di fase acuta nei pazieAD

Considerando il ritrovamento nelle placche neurgicdei pazienti AD dell’enzimanl-
antichimotripsina, Abraham e Potter suggeriscon® ltdverespressione di ACT, in diversi
tipi di patologie neuronali, potrebbe rifletteneaurisposta inflammatoria di fase acuta di tipo
neuronale del tutto assimilabile al ben noto sheomkto che avviene in periferia in risposta al
lipopolissaccaride (LPS), endotossina presenta qalete esterna dei batteri Gram negativi
(Abraham e Potter, 1990). La risposta di fase acafgpresenta una difesa fisiologica
dell’'organismo ad eventi stressanti di origine @jenea; essa consiste nell’attivazione del
sistema adrenergico simpatico, che genera unastsmistemica caratteristica, denominata
“fight or flies” (aumento della frequenza cardiagadegli atti respiratori, vasocostrizione,
broncodilatazione), mediata dall’epinefrina/noregima. All'interno di questo contesto un
ruolo importante e giocato anche dall’attivazioredi’dsse ipotalamico-ipofisario-surrenalico
(HPA).

Nei pazienti AD si assiste ad una disregolaziorltadee HPA: gli elevati livelli di cortisolo
riscontrati nei soggeti AD rispetto ai controlli z@ni sani, non sopprimibili con la
somministrazione di desametazone, indice di alienazdelfeed-back negativo dell'asse
HPA, si correlano con un aumento del rischio dilideccognitivo. Esiste una stretta

associazione tra i livelli di cortisolo, il danr@piocampale e/o la perdita neuronale.

Pertanto, il riscontro di ipercortisolemia ed ig8vazione dell’'asse HPA, unitamente agli
aumentati livelli sierici delle proteine di fase us& indicano che, oltre ai fenomeni
inflammatori cronici neuronali, altra caratteristidella patologia risulta la discussa risposta

sistemica di fase acuta, a cui si assegna un nelprocesso patologico di AD.

Studi epidemiologici retrospettivi rivelano che aantati livelli sierici di ACT, proteina C
reattiva ed IL-6 e ridotti livelli del fattore direscita insulino-simile (IGF-1) si associano ad
un maggior rischio di insorgenza di AD (Engelh&@00; Schmidet al, 2002; Dicket al,
2003; Yaffeet al, 2003); tale profilo proteico nei livelli sierian individui anziani potrebbe

rivelarsi una misura del rischio di AD.

Considerando il ruolo esercitato dalle citochindl’orehestrare la risposta inflammatoria
locale e sistemica, numerosi studi genetici hamdagato la presenza nella popolazione AD

di eventuali polimorfismi in tali geni. Il gene Hi-1 risulta essere il candidato preferito, dal
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momento che esistono numerosi polimorfismi di @éme correlati in modo specifico con
AD: il rischio di AD risulta piu frequentemente asgto con il gene di IL-1a (Det al,
2000) e tale rischio aumenta in concomitanza coratéante polimorfica di IL-1b (allele 2)
(Nicoll et al, 2000). Un altro studio dimostra I'esistenza dilegame, seppur debole, tra il
gene di IL-1RA (IL-1 receptor agonist) e il riscldoinsorgenza precoce (prima di 65 anni) di
AD (Grimaldi et al, 2000). Altro gene considerato € quello di TiH-allele T di tale gene
aumenta il rischio di sviluppare demenza vascokde in presenza del polimorfismo in
ApoE4, anche il rischio di AD (McCusket al, 2001). Infine si pone attenzione al gene di
IL-6, per il quale esistono dati discordanti: alcstudi dimostrano che l'allele C del gene di
IL-6 € correlato ad un minor rischio di sviluppoAD (Bagli et al, 2000), mentre altri lavori
non trovano alcuna relazione significativa tradlimorfismo nel gene di IL-6 ed il rischio di
AD (Bhojaket al, 2000).

2.3.Neuroinfiammazione e sintomi clinici precoci

| sintomi cognitivi rappresentano i segni cardimklle sindromi dementigene, e riflettono la
distruzione denetworksneuronali delle regioni ippocampali e della netaxria; purtroppo
tali manifestazioni insorgono nelle fasi tardivel@enalattia quando i danni neuronali sono
ormai del tutto ireversibili. Studi epidemiologiidicano che i sintomi depressivi, quali la
perdita di interesse e di energia e la ridotta cidonell’ideazione ed elaborazione delle
informazioni (bradifrenia soggettiva), si manifestanegli stadi preclinici di AD (Geerlings

al., 2000); essii sembrano una manifestazione precbcguel processo patologico che
conduce atleficit cognitivo. In analogia, nel morbo di Creutzfeldtdb i sintomi psichiatrici
(soprattutto depressione) rappresentano le maatiesti cliniche precoci e preminenti, che
anticipano in molti casi i sintomi neurologici (dé&r et al, 1997); nel modello animale della
malattia da prioni le alterazioni comportamentakqwoci precedono di gran lunga i sintomi
clinici tipici utilizzati per definire il tempo dincubazione della patologia ceppo-specifico. La
patologia associata a tali segni comportamentahratterizzata dalla presenza di microglia
attivata (Betmouniet al, 1996); inoltre studi clinici sia sull'animale ehsul’'uomo
dimostrano la capacita delle citochine pro-infiartoni@, che regolano la risposta
inflammatoria acuta, di indurre una patologia “deysive-like” e “sickness bahaviour”.
Quest'ultimo termine sta ad indicare un insieme tefmito di cambiamenti comportamentali
che si sviluppano in un individuo nel corso di unalattia infettiva; le citochine prodotte a
livello centrale sono le medesime espresse dalleleelel sistema immunitario innato e

agiscono su recettori cerebrali identici a quedliatterizzati delle cellule immuno-competenti.
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L’espressione di tali citochine nel tessuto cergbia risposta alle citochine periferiche,
rilasciate nel corso della normale infezione, vieegolata da intermediari molecolari, quali
citochine anti-inflammatorie (IL-10, IL-1RA), fafto di crescita (IGF-1), ormoni

(glucocorticoidi) e neuropeptidi (vasopressiaamelanotropina) (Dantzer, 2004).

Dal momento che la produzione di citochine a lwelieuronale € una conseguenza
dell’attivazione microgliale, indotta dalle fib=lldi AB nella patologia di AD, tale evento si

colloca nelle fasi precoci del processo patologico.

Ricapitolando, le fasi iniziali di AD vedono un’aemia produzione di citochine, che produce
una sindrome pre-clinica caratteristica e docunmantacomparabile alle alterazioni
comportamentali osservate nei modelli animali otnais clinici sull'uomo, che fanno uso di
citochine (Eikelenboorat al, 2002; Perrgt al,, 2003).

2.4. Metabolismo del glucosio

Il glucosio rappresenta il substrato energetico @erellenza del tessuto nervoso, il cui
metabolismo energetico € mantenuto dalla combinazai una concentrazione ematica di
glucosio elevata e costante e presenza di un esifieisistema di trasporto del glucosio.
Quest'ultimo viene garantito dalla presenza digoaatori neuronali per il glucosio GLUT1-
5,7 e 8 (Dienel GA, Hertz L, 2001; Erol A, 2008sponsabili della sua diffusione facilitata
attraverso la barriera emato.encefalica (BEE)&, rmembrana plasmatica di neuroni e cellule
gliali. Le isoforme di GLUT piu abbondanti a livelcerebrale sono GLUT1, 3 e 4, mentre
GLUTZ2, 5 e 8 risultano residue (Choeire€Cal, 2002).

Il metabolismo e l'uptake cerebrale di glucosiailtisno alterati in AD; tale fenomeno viene
generalmente riferito come causa piuttosto che cooomseguenza del processo
neurodegenerativo (Hoyer S., 2004); numerose ezapropongono il difettoso metabolismo
energetico come una componente fondamentale regb@@nesi di AD (Blass JP, Gibson GE,
1999).

La riduzione nella velocita del metabolismo cer&bresulta 'anormalita meglio documentata
ed interviene nelle fase precoci di AD (BlasselRl, 2000); si evidenziano alterazioni sia
nella velocita di metabolismo di glucosio che diigeno, entrambe precedono tanto i sintomi
clinici che si osservano durante l'esecuzione dsit theuropsicologici quanto latrofia
cerebrale rivelata daeuroimaging(Small GW et al, 1996). Nei soggetti AD si osserva

un’atrofia nella microcircolazione, che rappreseiiaeffetti la principale superficie di
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scambio metabolico nel cervello (Cash A&Dal, 2003; Praprotnik It al, 1996), e anche
una riduzione nei livelli di GLUT1 e 3, responsabill’'uptake di glucosio nei neuroni (Liu
Y et al, 2008); tale fenomeno correla con una riduziorsdanO-GlcNacilazione e
iperfosforilazione di tau, e diminuzione di densitiaNFT a livello cerebrale. Tali risultati
suggeriscono un possibile meccanismo in cui ilatetii GLUT1 e 3 causa un inadeguato
uptake/metabolismo del glucosio e contribuisce rdlarodegenerazione tramite un’ abnorme
modificazione post-traduzionale della proteina tau.

L’attivita di una vasta gamma di enzimi coinvolélrmetabolismo energetico, risulta alterata
nei pazienti AD e in colture cellulari esposte 8, An particolare diminuisce I'attivita di
aconitasi, glutamina sintetasi, creatin chinasyyato deidrogenasi (PDH)cechetoglutarato
deidrogenasi (KGDH) (Sorbi &t al, 1983). Recentemente, Reed e colleghi hannovagser
una diminuzione significativa di attivita di PDHtlato deidrogenasi e ATP-sintasi in pazienti
MCI (Reed Tet al, 2008). Inoltre, si osserva che i cambiamentienattivita del ciclo degli
acidi tricarbossilici (soprattutto il complesso PDEorrelano con gli stadi clinici della
patologia, suggerendo una correlazione con leaditemi mitocondriali (Bubber Rt al,
2005). La diminuita attivita di PDH giustifica laduzione dei livelli di acetilCoA (Melo JBt
al., 2002; Perry Eket al, 1980), che a sua volta & causa di riduzionéiwiii di colesterolo

e formazione di neurosteroidi; la diminuita disgmlita di acetilcolina che ne deriva si riflette
in un ulteriore difetto enzimatico dell’acetiltrdagsi (Sims NRet al, 1983). | risultati

esposti supportano [”ipotesi colinergica”, secondai la disfunzione del sistema di
segnalazione colinergico in specifiche regioni beak incide profondamente sui processi
mnesici, cognitivi e correla con la perdita di memoe apprendimento, e con la
neurodegenerazione riscontrabili nei pazienti ARr(Bs RT 2000; Bartus Réat al, 1982). In
accordo con tale ipotesi, si identifica in AD unamihuita attivita enzimatica
dell’acetilcolinesterasi (AChE), responsabile deiblisi di acetilcolina nelle terminazioni
sinaptiche colinergiche e non, e pertanto detemtéanel garantire una corretta
neurotrasmissione (Atack J& al, 1983). Dati contrastanti derivano pero dallapseta di
un'aumentata attivita di AChE in prossimita dellaqgezhe amiloidi (Ulrich Jet al, 1990),

dove I'enzima induce I'assemblaggio in fibrille geEptidi A3 e ne aumenta la citotossicita.

Infine, tra gli enzimi facenti parte della cateniatdsporto degli elettroni, I'attivita della
citocromo ossidasi risulta essere quella maggiotenasompromessa; numerosi lavori
indicano una riduzione dell’attivita delle citocronossidasi nelle piastrine dei pazienti AD
(Cardoso SMet al, 2004; Parker Jr Wiet al, 1994) e nel tessuto neuronglest mortendi
tale soggetti (Kish Sét al, 1992; Mutisya EMet al, 1994). Valla e colleghi (Vallaét al,
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2006) hanno osservato un significativo decrementoaondriale del complesso 1l e IV nei
linfociti dei pazienti AD; dal momento che il defidel complesso IV si ripete nei pazienti
MCI, gli Autori collocano il danno mitocondriale lieefasi precoci di AD.

Per concludere, l'espressione di alcuni geni codifii per subunita della catena
mitocondriale risulta diminuita in numerose regiorerebrali, quali corteccia cingolata
posteriore, giro temporale mediano, regione CAlligpbcampo, corteccia entorinale,
corteccia visiva e giro frontale superiore (LiangSVét al, 2008); questi ultimi dati

suggeriscono una interazione tra l'alterato meiabw del glucosio cerebrale e la ridotta
espressione genica delle subunita costituentitieneadi trasporto degli elettroni, nell’ambito

dell'insorgenza della patologia di AD.

2.5. 1/ mitocondrio: fonte e target dello stress ossidaiti

Il cervello e un tessuto ad alto consumo energetjsebbene rappresenti solo il 2% del peso
corporeo riceve il 15% della gittata cardiaco gaisde del 20% del consumo totale di
ossigeno. L'alta richiesta energetica origina dak&essita di mantenere i gradienti ionici a
cavallo delle membrane plasmatiche, condizione ssege@ per la generazione dei potenziali
d’azione. L'afflusso di sangue al cervello deveeesostante, dal momento che I'assenza di
ossigeno o glucosio per brevi periodi di tempo aaosnecrosi e perdita neuronale.

Il mitocondrio € riconosciuto come il generatore atiergia cellulare essenziale per il
mantenimento delle attivita cellulari fisiologichapltre I'organello monitora la vitalita della
cellula e, se necessario, € in grado di indurgragramma di morte cellulare. Esistono tre
principali che portano all’apoptosi, che si readizzon I'attivazione delle proteasi caspasiche,
che catalizzano una cascata proteolitica direttatro substrati cellulari specifici con
conseguente variazioni morfologiche e biochimicpectfiche e identificative del fenotipo
apoptotico; tutti hanno come target finale il maodrio e sono mediati dai membri della
famiglia Bcl-2, tra cui Bid, Bax e Bad.

I mitocondri sono essenziali per il mantenimentbedfinzioni neuronali, in quanto l'unica
risorsa energetica di tali cellule & rappresentiiometabolismo glicolitico di tipo aerobio;
I'ultima tappa di tale processo € rappresentatk dasforilazione ossidativa, attraverso cui il
gradiente protonico generato dalla catena di traspegli elettroni (situata a cavallo della
membrana mitocondriale interna) viene sfruttato pergenerazione di ATP, moneta
ubiquitaria di scambio di energia. La fosforilaztoossidativa € la principale fonte di radicali

liberi endogeni, che sono prodotti fisiologicamedétla respirazione cellulare; in condizioni
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normali la produzione delle specie radicaliche’dsdligeno (ROS) e controbilanciata dalle
difese antiossidanti della cellula; una perturbazidi tale equilibrio genera stress ossidativo
con conseguente disfunzione mitocondriale e darallalare. | targets principali dei ROS
comprendono le componenti stesse del mitocondpai| proteine e DNA); la mancanza di
proteine istoniche che proteggono il DNA mitocoatéi (mtDNA) e la ridotta capacita di
“DNA repair” rende tale organello estremamente stigle allo stress ossidativo.

Aumentato stress ossidativo e riduzione delle difastiossidanti sono caratteristiche salienti
che intervengono precocemente nel processo patoladji AD (Smith MA et al, 1997;
Straface Eet al, 2005); pertanto, nei neuroni dei pazienti ADosserva un’abbondante
ossidazione di acidi nucleici, proteine e lipidigcsi pud dimostrare dagli aumentati livelli di
8-idrossi-8-deossiguanosina (8-OHAG) e 8-idrossigema (8-OHG) (Nunomura At al,
1999; Nunomura et al] 2001), da aumentati livelli di carbonili protee residui tirosinici
nitrati (Smith MAet al, 1996; Smith MAet al, 1997), e da elevati livelli di sostanze reattive
acide e alterata composizione lipidica (Sayre &Ml, 1997). Infine, si rilevano glicazione e
glicossilazione a livello dei carboidrati (Smith Mét al, 1994; Smith MAet al, 1995)
responsabili della formazione di prodotti di glicare avanzata (RAGE), tra cui pentsidina e
pirralina.

Contemporaneamente, si assiste ad una significaithazione nell'attivita di enzimi
antiossidanti (superossido dismutasi e catalada nerteccia frontale e temporale di pazienti
AD (Marcus DLet al, 1998); interessante € la scoperta che taleaaltsre si incontra in
modo specifico nei pazienti AD/MCI, mentre € assemti pazienti con demenza vascolare
(Straface Eet al, 2005).

Numerose evidenze sostengono che alla base detitgop@euronale causata dallo stress
ossidativo ci sia declino nella funzione dell’enairglutatione reduttasi (GSH), che €& un
importante agente riducente nelle cellule di maramif Nei pazienti AD si ritrovano ridotti
livelli di GSH in specifiche regioni del SNC (Gu bt al, 1998); e stato inoltre dimostrato
che alterazioni a carico del sistema GSH sono teiveella citotossicita mediata da3A
(Cardoso SMet al, 2003).

Numerosi studiin vitro e studi clinici indicano che AD e caratterizzata disfunzione
mitocondriale, aumentato stress ossidativo e mmateonale.

Studiin vitro dimostrano che i peptidifAin presenza dello ione calcio provocano un’apartur
prolungata del PTP mitocondriale (permeability siian pore) (Moreira Pkt al, 2001;
Moreira Pl et al, 2002); I'induzione di PTP e associato a un répenaumento della

permeabilita della membrana mitocondriale inteengioca un ruolo importante nell’apoptosi,
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in quanto facilita il rilascio dei fattori apoptagei. Inoltre, la combinazione die calcio e
associata a una riduzione del potenziale mitocateltranmembranario e della capacita dei
mitocondri neuronali di accumulare calcio, induceredsi un completo disaccoppiamemento
dela respirazione cellulare e un’alterazione mogaa mitocondriale (distruzione delle
creste mitocondriali e rigonfiamento) (Moreira &l al, 2001; Moreira Plet al, 2002).
Interessante € la scoperta che la disfunzione ontiriale associata al diabete € esacerbata
dalla presenza di A\ e dall'invecchiamento fisiologico; tale dato suggee che il diabete e
I'invecchiamento possono essre fattori di rischelanneurodegenerazione indotta dal peptide
AB (Moreira Plet al, 2003; Moreira Pét al., 2005).

Studi su fibroblasti di pazienti AD rivelano alterani nella morfologia e distribuzione dei
mitocondri, che sembrano essere associate allanditaiespressione della proteina 1 simile
alla dinamina (DLP1), la quale regola la distritma mitocondriale (Wang ¥t al, 2002). E'
stato dimostrato che la riduzione in DLP1 e la egugnza di un elevato stress ossidativo e
aumentata produzione diA

Studi di ibridazionen situ per mtDNA, unitamente a indagini immunoistochinggier COX

e analisi morfometriche, dimostrano che nei paeibti neuroni colpiti da stress ossidativo
contengono elevati livelli di mtDNA e COX (CastalleR et al, 2002; Hirai Ket al, 2001).

In particolare, mtDNA e COX si distribuiscono sgmemente nel citoplasma neuronale, e
nel caso di mtDNA nei vacuoli associati a lipofusgi le analisi morfometriche mostrano
inoltre una significativa riduzione del numero diasondri in AD. Di notevole importanza e
la scoperta che l'acido lipoico, usato come mark&ocondriale, risulta associato a strutture
granulari, e allanalisi ultrastrutturale esso sll@ca nel mitocondrio, citosol e in organelli
identificati come vacuoli autofagici. Quest’ultimdato dimostra che i mitocondri siano
possibili target di una degradazione di tipo awjafa, osservata in AD (Moreira Rt al,
2007).

Rimanendo nell’ambito di studi clinici, Raina a leghi (2001) hanno ossevato aumentati
livelli delle caspasi 8 e 9 (quelle che iniziangibcesso di apoptosi) in associazione alla
patologia di AD, mentre nessun incremento si evdemei livelli delle caspasi 3, 6 e 7
(quelle che entrano in gioco nelle fasi successiterminali dell'apoptosi)..

In un ulteriore studio, Wang e colleghi (2005) hamquantificato le basi ossidate nel DNA
nucleare e mitocondriale a livello di alcune areeebrali (lobo frontale, parietale e temporale
e cervelletto) su autopspost mortendi pazienti AD e controlli sani di eta corrispontke |
risultati dimostrano un aumento dei fenomeni ogsida livello dei lobi frontali, parietali e

temporali; il mtDNA presenta una quantita di bassidate 10 volte superiore a quella del
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DNA nucleare. Inoltre, il massimo livello di osshilane si rileva a livello del lobo temporale,
mentre il cervelletto risulta poco interessato aino ossidativo; tali dati confermano che lo
stress ossidativo a carico di mtDNA abbia un rdoltdamentale nel processo degenerativo,

osservato in AD.
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3. MODELLI SPERIMENTALI DI MALATTIA DIALZHEIMER: T OPI APP23

I modelli animali sono considerati essenziali nelta@rca nel tentativo di chiarire i processi
alla base di alcune malattie umane e, di conseguedr testare potenziali strategie
terapeutiche. Cio vale specialmente nel caso dedlattie neurodegenerative, in cui i primi
step della patogenesi sono spesso hon accesgibianienti.

Un valido modello animale dovrebbe mostrare le s&teslterazioni istopatologiche,
biochimiche, cognitive e comportamentali osserviaiepazienti affetti da Alzheimer.
Esistono numerosi modelli di topi transgenici, awadenziano mutazioni a carico della
proteina precursore amiloidéArfiyloid Precursor Protein APP); tra questi vi € il topo
transgenico APP23 sviluppato da Sturchler-Piegtal. (1997).

| topi transgenici APP23 contengono un APP751 cDihwano e portano la doppia
mutazione Swedish associata alla AD familiare KM67QNL, che & sotto il controllo del
gene promotore neurone-specifico Thy-1, che stimwmiaspressione della APP umana 7
volte maggiore rispetto a quella endogena (Sturdbierrat et al, 1997). Questi topi
riproducono alcuni dei cambiamenti neuropatologssociati allAD, come le placche
amiloidee con urcore di amiloide, alterazioni neuritiche e perdita renale (Calhouret al,
1998; Fig. 3.1.).

Conventjopal Fluo esoénge:Mi,crqggopy Confocal Fluoresjcence Microscopy
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FIGURA 3.1. Fotomicrografie di placche alzheimeriane di topms$genicoA and C) e di uomo E and G)
visualizzate con tioflavina S ed esaminate al nsicopio a fluorescenza{D) o visualizzate con il metodo
Campbell-Switzer silver ed esaminate con microst@ptampo chiaro con luce riflesg&a-H). In B la freccia
indica la placcaBarrein AeB =5 60 mm.;barra in C= 5 25 mm;barrain D =5 15 mm. La freccia i e
I'asterisco inG mostano come itore della placca sia poco colorato. La freccidFimmostra come itore sia
intensamente colorato. Sia@che inH le frecce indicano placche diffudgarrain E=5 120 m mKuo YM
et al., J Biol Chem. 2001 Apr 20;276(16):12991-Buk 2001 Jan 10.
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Come si evince dalla Fig. 3.1. la comparazione alogica tra placca murina e placca umana,
rivela alcune similarita ma anche alcune differeneetrambi, sia il topo che l'uomo,
possiedono placche diffuse e compatte, ma mente#deqmurine appaiono come strutture
sferiche, composte da materiale flamentoso conane piu grande ma scarsamente colorato,
poiché I'amiloide sembra piu dispersa (Fig. 3.1nrmli A, E e G), le placche umane
mostrano una struttura piu complessa edane intensamente colorato (Fig. 3.1. pannBlli
edF). Inoltre, i due tipi di placca differiscono anchadivello biochimico e biofisico, essendo
quella umana resistente ad agenti detergenti éutamé e quella murina molto piu solubile,
a causa della mancanzacdosslinkingcovalenti (Kucet al, 2001)

In questi animali i depositi amiloidei cominciand apparire prevalentemente nella corteccia
frontale e nelsubiculumad un’eta di 6 mesi per le femmine e 7-8 mesiiperaschi; i
depositi, in seguito, aumentano di numero e dinogrgsiraggiungendo il massimo trai 12 e i
18 mesi e a 24 mesi occupano prevalentemente ramdte della corteccia (tra cui I'area
somatosensoriale S1), ippocampo ed il talamo (Blerdierratet al, 1997); come nell’AD,

pero, nessun deposito € presente nel cervelletto.

Age 6 months Age 18 months

FIGURA 3.2. Evoluzione delburdendelle placche nel cervello di APP23.
Colorazione per tioflavina S (panneli A e C) e amakione
immunoistochimica per Ab 1-40 (pannelli B e D) mogorteccia di topd/an
Dam et al., CNS Spectr. Vol 10, No 3.2005

Le placche amiloidi, cosi come in AD, sono assecialle cellule della microglia con
morfologia attivata ed ad astrociti reattivi (Ster-Pierratet al, 1997 ; Staldeet al,1999).

I livelli di AB, coinvolta nella deposizione delle placche, auaremt come atteso, piu nella
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corteccia cerebrale e nell'ippocampo: e stato sbrnoa aumento di oltre 500 volte trai 4 e i
18 mesi di eta (Johnson-Woetlal, 1997).

Le similari caratteristiche funzionali della mictagnei topi APP23 rispetto ai pazienti con
AD, rendono questi topi un modello idoneo per irataggli effetti dei processi inflammatori
nella patologia di Alzheimer (Staldet al., 1999).

| topi APP23 presentano un declino eta-correlattle ntunzioni cognitive e disturbi
nell’attivita di base (Van Darat al, 2003; Vloeberghst al, 2004). Dall’eta di 3 mesi in poi,
topi eterozigoti mostrano deficit significativi telmemoria visuo-spaziale, come osservato
nel Morris Water Maze(MWM) o labirinto ad acqua di Morris. Questi deffidi memoria
spaziale precedono la prima comparsa delle placela neocorteccia e nell’ippocampo
all'eta di 6 mesi, ma sono correlati ai livelli i3 solubile. Una disfunzione colinergica,
avvalorata da ridotti livelli di attivita della ateolinesterasi e della colina acetiltransferasi
nei nuclei basali anteriori cerebrali, in aggiunsal alterazioni in altri sistemi di
neurotrasmissione, potrebbe essere alla base diagdeclino cognitivo (Van Daret al,
2005b).

In questi topi non € stato osservato alcun gravigleurofibrillare, ma tutte le placche
contengono tau iperfosforilata, che ricorda unacgee tau pathology E’ interessante
ricordare che i grovigli neurofibrillari, comunqu&on rappresentano una caratteristica
diagnostica inequivocabile di AD, dal momento cloecs presenti in un ampicange di
condizioni neurologiche come la sclerosi lateraheadrofica, la demenza frontotemporale o il
Parkinsonismo associato con il cromosoma 17.

Recenti scoperte hanno dimostrato I'esistenza degame tra la amiloidosi e la formazione
dei gomitoli neurofibrillari: I'iniezione di £-42 nell'ippocampo di topi esprimenti una tau
mutata causava un’accelerazione nell’assemblaggidildmenti di tau iperfosforilata (Gotz
et al, 2001) e topi esprimenti doppia mutazione, siaA&P che di tau, mostravano
un’accelerata formazione di grovigli neurofibrillaispetto ai topi esprimenti solo la tau
mutata (Lewiset al, 2000). Queste affermazioni non fanno altro chgpettare in modo piu
evidente che e l'amiloide, in realta, a rivestirem wuolo centrale nella patologia
dell’Alzheimer.

Un buon modello animale dovrebbe rispondere ad taaénnterventi terapeutici in modo
equivalente a quello dei pazienti con AD, mimandocbndizione umana in eziologia,
patofisiologia e sintomatologia (De Dewt al, 2000). Van Damet al. nel 2005 hanno
dimostrato che la somministrazione a topi APP23 defarmaci approvati a livello

internazionale per il trattamento sintomatico ddll’ (donepezil, rivastigmina, galantamina e
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memantina) riduceva selettivamente o antagoniztaleficit di apprendimento nel MWM
test, accreditando, cosi, al modello di APP23 nwggivalidita come strumento di
valutazione di futuri approcci terapeutici AD-cdate

Una buona correlazione tra i dati umani e quel§linAPP23, avvalora ulteriormente questo
modello transgenico: i benefici di un eserciziacfisregolare nei pazienti con AD sono stati
ben documentati (Rollanét al, 2007) ed, allo stesso modo, I'esercizio nel t&RP23 &
stato dimostrato diminuire la formazione delle plee (Adlardet al, 2005).

Chapmaret al. (1999) hanno dimostrato che, in questo modellaminale transgenico, gia
all'eta di 4-5 mesi, e prima della comparsa di ralt@ni neuropatologiche assimilabili
all’AD, si osserva un’alterazione significativa @eplasticita sinaptica e di altri parametri
elettrofisiologici. Le modificazioni nella plasttéi ippocampale in topi APP23 adolescenti
potrebbe risultare nello sviluppo dieficit di memoria piu avanti nel tempo, durante il
progredire della malattia (Haet al, 2008).

Un criterio adatto per valutare i cambiamenti fisggci in questi animali transgenici é
rappresentato da un approccio elettrofisiologiaicipé esso misura direttamente la funzione
neuronale in termini di eccitabilita e la loro cejpa di risposta athput sinaptici.

Roderet al. (2003) hanno eseguito un’indagine elettrofisiodagn vitro edin vivo dei topi
transgenici APP23 e documentato I'esistenza di Gamdnti neurofisiologici nell'ippocampo
in presenza di depositi framiloide; infatti, effettuando esperimenti su @egzioni di fettine
ippocampali di topi APP23, aventi 12 e 18 mesitrésmissione sinaptica di base risultava
significativamente ridotta, in rapporto a topi Wilpe (WT) di pari eta. Questo suggerisce
che alla comparsa dei depositi di placche amil@@d associata una riduzione della
funzionalita sinaptica; tuttavia la plasticita gtiaa in tale area non sembra essere influenzata
in questo modello.

La deposizione di A a livello della vascolatura cerebrale é rilevabige 90% dei casi di AD;
sebbene la APP transgenica sia espressa soldla tie¢ neuroni, dato la neurone-specificita
di Thy-1, questo modello murino sviluppa anche aerevoli accumuli di A&
cerebrovascolari, facilmente rilevabili all'eta 2 mesi (Calhoumt al, 1999; Bornemann e
Staufenbiel, 2000; Sturchler-Pierrat e Staufenl2€00 e Winkleret al, 2001). Questa
angiopatia cerebrale amiloide (CAA) e le patologikessa associate, ad es. microemorragie,
ricordano le alterazioni pato-morfologiche dei pati con AD (Probstet al, 1991 e
Staufenbiekt al, 1997).

Il sito di espressione della APP puo anche inflaeai fenotipo transgenico: infatti, il tipo di

cellula, la distribuzione regionale e la localizoaz cellulare giocherebbero un ruolo
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cruciale. Per esempio, topi transgenici che esprom@f a livello intracellulare, senza
secrezione in sede extracellulare, sono carattdricla morte prematura, crisi epilettiche e
apoptosi neuronale (LaFeral, 1995).

La struttura primaria della APP transgenica puduerizare la comparsa tempordi segni
neurologici degli stessi animali (Hsiabal, 1995). Il transgene umano della APP, contenente
mutazioni associate alla AD familiare, produce matneofobia nei topi transgenici prima
del Wt, che esprime livelli simili di APP murinaadicando I'importanza della specie e/o della

mutazione di APP.

Alla luce di cio, la linea murina APP23 risulta @ssun modello appropriato per indagare i
vari aspetti dei meccanismi patogenici attivi &l (Tab.3.1.), tenendo, comunque, sempre
in considerazione che eventuali discrepanze trenaei € uomo possono essere legate alla

minor durata di vita dell’animale e, quindi, al mirtempo di esposizione all’amiloide stessa.

TABLE 1. COMPARISON OF HISTOPATHOLOGICAL, COGNITIVE, BEHAVIORAL, NEUROCHEMICAL, AND
PHARMACOLOGIC OBSERVATIONS IN THE APP23 MODEL WITH THE HUMAMN CONDITION

Human Alzheimer's disease APPEZ model

Pathological Hallmarks

Semile plagues Dlenisi core plagues

Seurofibrillary tangles Hyperphosphorylated g, no newrofibrillary tngles
Meurodepeneration and nearonal los Dystrophie neuntes and nearonal boss

Inflammatory processes surrounding senile plaguees PMague-mssoc iated activition of astrocytes und microelia
fmylodd microanmopathy Cerebral amyloid angiopathy

Cognitive Performance and Behavior

Prowperessive decline of leaming and memaory abilities Ape-dependent deteriomtion of MWM petormance and
impadred passive ivoidance learming in later seage

Circadian rhythm ond sleepwake scovity disturhances  Cage acowvity alterations and different sctiviey pattemn dur
ing active noctumal phose, sindowning-Hke alteritions

Ohher BPSDY chisters (eg, aperession, depression, anxiery) T b fuerthier evalusted in the APP2Y model

Neurachemical Alterations

Depgenerarion cholinergic nucleas Basalis of Meyner Distoarion ond reduction of cholinergic fiber nerwork
aned neccortical cholmenzie defcits commelatme with and reduction ChAT ensyme activity reduction of spe
cognitive inpalmment clfie ChAT and ACKE aceivity in basal forebrain

Ohher neurotrmnsminter ond recepror density alterations Alrerations in nomdrenergic, serotonmergic, and glyciner-
gie transnsesaion, altered levels of non-neunransminter
amubno acids and changes in newropeprde levels

Pharmacologic Treatment

symptomatic efficmey of treapment wirth donepezil, Trearment with donepesil, dvastogmine, galantamine
rivastigmine, galantamine, memantine and memantine improves cognitive deficins in MW

MW’ eMarrls water mare BFSOzbehavioral ard paychological sigm and symiploms of dementia; ChAT=chalise acetyliranaferss
ACHEepeatylchodmesier age

Wan Dam D, Vieeberghn E, Abiamovskl D, Staufenbiel 84, De Deyn PR OVE Specte Vol 10, No 3. 2005

TABELLA 3.1. Comparazione di osservazioni istopatologiche, itivgn
comportamentali, neurochimiche e farmacologichadpa APP23 e pazienti con AD/an
Dam et al., CNS Spectr. Vol 10, No 3.2005
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4. RECETTORE SCAVENGERCD 36

| recettori scavengersono proteine di superficie che mediano l'adesiosBulare e
I'endocitosi di varie sostanze native e patologieata modificate e partecipano al segnale

intracellulare, al metabolismo lipidico e alla diéecontro batteri patogeni.

La microglia, le mastocellule, gli astrociti, lelloée cerebrali endoteliali microvascolari,
le cellule cerebrali muscolari lisce delle artexite cellule epiteliali del pigmento retinico
esprimono uno o piu di questi recettscavenger

Il termine discavenger receptqiSR) fu coniato circa venti anni fa per descrivenesito

di binding (legame) sui macrofagi ad elevata affinita peligeproteine a bassa densita
acetilate (acLDL) (Goldsteiat al, 1979). Successivamente fu dimostrato che i niagro
ed altre cellule in molte specie esprimono moltpkcettori strutturalmente distinti, che
mediano il legame di acLDL e di altre lipoproteinedificate, come le LDL ossidate
(oxLDL) (Podrezet al, 2000; Platt e Gordon, 2001; Krieger, 2001), petendo cosi di
includere nella famiglia degli SR molte altre malke; tra cui anche SR di classe A (SR-
A) e SR di classe B tipo | (SR-BI).

E stato dimostrato che alcuni di questi recettaritgripano alla captazione e legame di
una varieta di sostanze strutturalmente differgratiloro, tra cui le fibrille di-amiloide
(fAp), la trombospondina 1 (TSP-1), i polisaccaridioamti, i polinucleotidi, le cellule
apoptotiche eucariotiche e molti batteri, tanto d¢hedato loro il nome di recettori

multiligandi (Krieger e Stern, 2001.

4.1. Struttura di CD36

CD36 e una glicoproteina di membrana, che appartaia classe B della famiglia dei
recettori cellularscavengedi superficie, del peso molecolare di 88 kDa, itasd da 471
residui aminoacidici. Esso ha due corti domini an#llulari e un largo dominio
extracellulare. E’ N-glicosilata in numerosi sitgaesto spiegherebbe la discrepanza tra il

peso molecolare atteso (53KDa) e quello osserva@@8 KDa).

La regione transmembrana € compresa tra i resig®ie4465, mentre i residui 466-471
formano una corta coda citoplasmatica. Tra i rasl®4 e 204 € compresa una regione
idrofobica, che pud venire in contatto con la meanlro formare una tasca idrofobica
(Fig. 4.1.1).
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FAT/CD36

-Src-tyrosine kinases

FIGURA 4.1.1. Rappresentazione schematica del
recettore transmembranario CD36.

Gli aminoacidi 93-120 definiscono un sito di legadianinima alta affinita per TSP-1,
che puo essere modulato da una sequenza a valleogaidi 139-155). Il sito di legame
per le oxLDL é stato mappato a livello del domim@aggiore (aminoacidi 120-155); &
stata identificata anche una regione con minonitdfia livello degli aminoacidi 28-93. II
sito di legame per le cellule apoptotiche e glirediti infetti dal Plasmodium Falciparum
giace tra gli aminoacidi 155 e 183, ma questa cmnwhe si basa solo su studi di
inibizione con anticorpi monoclonali (mAb). Antigar per questo epitopo
immunodominante bloccano tutte le funzioni di CDB®&luso il legame a TSP-1. Il sito
per quest'ultimo legame € contenuto in una sequaittamente conservata nei membri
della famiglia del CD36, chiamata dominio CLESH @DLIMP Il Emp sequence

homology Crombie e Silverstein, 1998), che si ritrova anthaltre proteine(Fig. 4.1.2.)
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* 8-21 and 97-110 region of interaction with
erythrocytes infected with P. falciparum

region of interaction with collagen, ugtal\e of apoptotic cells and oxLDL
155
A

127 region of interaction with long-chain fatty acids 279
| |

G extracellular

region of interaction 99 N

with thrombospondin - * + 110
G

87 97

AR AR AR AR AR AR
sleddbiiidbioddddidsl Lddibigddid

Figure legends: A — site of acylation (palmitoylation), G — site of glycosylation, P — site of phosphorylation
L | disulfide bonds

Distinguished: two cytoplasmic, two transmembrane fragments and one extracellular fragment.

FIGURA 4.1.2.. Diagramma della struttura di CD36.

4.2. Modificazioni post-trascrizionali

Sono state identificate due forme alternative diNARber CD36: la prima e espressa nelle
cellule HEL e manca dei residui aminoacidici 41-1#8 seconda non € stata ancora

sequenziata, ma in essa mancano gli ultimi 89 wesid

4.3. Modificazioni post-traduzionali

CD36 presenta 10 siti di glicosilazione N-termiradila porzione extracellulare. Si ritiene
che la glicosilazione conferisca al recettore &stenza al clivaggio proteolitico come nei

lisosomi o aree di inflammazione o danno tissutale.

La treonina in posizione 92 puo essere fosforitata stato di fosforilazione indurrebbe
una variazione dell'affinita di legame di CD36 pEBP-1 ed il collagene (Ascét al,
1993).

CD36 puo essere palmitoilato a livello delle cantele citoplasmatiche C ed N-terminali
(9-13 aminoacidi) (Gruariet al, 2000).
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CD36 interagisce con la caveolina-1 in una speciatgoinvaginazione della membrana
plasmatica, conosciuta corsaveolag(Lisanti et al, 1994). Questa struttura, arrichita di
colesterolo e sfingolipidi, &€ preposta a conceetiaecettori ed i prodotti dell’attivazione
recettoriale (secondi messaggeri) e facilita Igngézione della cascata dei secondi
messaggeri. Per esempio nelle piastrine, in aggiar@D36, anchsrc e la kinasiyn src-

dipendente, si co-localizzano in queste strutt@ghyet al, 1996).

Inoltre, lecaveolaeaivestono un ruolo nel traffico intracellulare aelesterolo. Le oxLDL
depletano lecaveolaecellulari endoteliali di colesterolo, causando wpostamento della
ossido nitrico sintasi endoteliale e un’alteratspoista all’acetilcolina (Uittenbogaard,
2000). Questi effetti negativi delle oxLDL sono resdda CD36 e possono essere
antagonizzati dall'interazione di SR-BI con le HDthe prevengono la deplezione di

colesterolo.

Recentemente é stato dimostrato che CD36 ed atiteipe acilate, che sono indirizzate a
livello delle caveolae possono inibire la fosforilazione di caveolingtkee et al, 2001),
suggerendo l'esistenza di un nuovo meccanismogadiazione dipendente dai lipidi.

In conclusione, sono stati riconosciuti almenopiéenziali ruoli per CD36 a livello delle
caveolae come recettore che indirizza specifici ligandisede caveolare, come sistema
recettoriale capace di produrre secondi messaggeriinfine, come regolatore della

funzione caveolare.

4. 4. Reqolazione dell’espressione di CD36

L’espressione di CD36 e ubiquitaria ed include dietelio microvascolare (ma non dei
grandi vasi), gli adipociti, la muscolatura schetet striata, le cellule dendritiche,
I'epitelio della retina, la ghiandola mammaria arlacosa intestinale, le cellule muscolari
lisce (Matsumotcet al, 2000) e le cellule ematopoietiche, tra cui eblasti, piastrine,
monociti/macrofagi (Ockenhouusst al, 1989; Silversteiret al, 1989; Alessioet al,
1996; Huhet al, 1996) e megacariociti (Febbraeb al, 2001). | livelli di CD36 a livello

del fegato umano, invece, sono ridotti.

L’espressione di CD36 € altamente regolata nei mitin® pud subiraup-regolationper
opera di numerosi fattori che agiscono, indirettai®gea livello trascrizionale: molecole di
adesione, M-CSF, GM-CSF, LDL native e modificatelesterolo ed IL-4 (Yesnest al,
1996) (Fig. 4.4.1).
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FIGURA 4.4.1. Cascata degli eventi intracellulari mediati da RPAdopo
attivazione del recettore CD36 da specifici ligandi

L’induzione di CD36 in risposta a questi diversiingili € anche dipendente
dall'espressione ed attivazione del recettore attivdal proliferatore dei perossisomi
(PPARy), un membro della superfamiglia dei recettori anaonucleari, che controllano

I'omeostasi lipidica e il differenziamento celludar

L’espressione di PPAR-€ indotta nei macrofagi in risposta a citochirfattori di crescita
rilasciati durante I'inflammazione (Huarmg al, 1999): per esempio IL-4, M-CSF ed GM-
CSF aumentano I'espressione di PPAR4uanget al, 1999).

L’espressione di CD36 e diminuita dai corticostérol GF{31, HDL e LPS (Hutet al,
1996; Fenget al, 2000)

L’espressione di CD36 si correla con la maturaziomaocitaria e subisce un fenomeno

di down-regolatiordurante I'infammazione.

Come precedentemente detto, il recettore ormonateeare PPAR regola I'espressione

di CD36 (Nagyet al, 1998; Tontonozt al, 1998); in particolare, si formerebbe un
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complesso eterodimerico tra PPAR RXR, il recettore X dei retinoidi, che interaggs
con una sequenza promotrice del gene del CD36a ad¢imento PPAR-responsivo
(Tontonozet al.,1998).

Il complesso eterodimerico PPARRXR € il regolatore trascrizionale di geni che
codificano per proteine coinvolte nell'adipogenesiel metabolismo lipidico (Tontonet
al.,1995; Fig.4.4.2.)

Al/Chol
E/Chol

apoE, ABCAI

FIGURA 4.4.2. Formazione del complesso eterodimerico PRRRR che modula la
trascrizione di specifici geni dopo attivazione deiettoriscavengedi tipo A e B | per
legame con lipoproteine.

| ligandi di PPARy tra cui i lipidi derivati dalle oxLDL, l'acido 9-e 13-

idrossiottodecadienoico (HODE), la prostaglanding {§PGJ2) ed i composti
tiazolidinedionici con attivita ipoglicemizzanteraantano I'espressione di CD36 (Nagty
al.,1998; Tontonoet al, 1995).

L'induzione di CD36 da parte di IL-4 nei macrofaginsegue all'attivazione di alcune
lipossigenasi intracellulari e alla produzione @J (Huanget al, 1999). La riduzione
dell'espressione di CD36 da parte del TEBE; invece, conseguente alla fosforilazione ed
all'attivazione di PPARx

La relazione tra [I'espressione di CD36 e PPARed il ruolo di CD36
nell'internalizzazione dei potenziali ligandi lipad per PPARy, a livello intracellulare,
suggerirebbero I'esistenza di un sistema integidategolazione (Tontonoet al, 1998).
Questo si rivelerebbe soprattutto a livello debegbi dei vasi.
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A riguardo é interessante ricordare che il CD3fea¥-espresso nelle cellule schiumose di
lesioni aterosclerotiche umane aortiche e coroharigNakataet al, 1999; Nakagawa-
Toyamaet al, 2001).

4 5. Ligandi di CD36 ed altri Recettori Scavenger

~

Poiché per molti composti non e stato possibilentifieare con precisione il sito di
legame, si preferisce parlare genericamente didiggutativi” degli SR (Krieger e Stern,
2001; Tab.4.5.1).

Putative ligands for scavenger receptors

Ligand SR-AISR-BICD36

acLDL +
+

I
o
=

Long-chain fatty acids
BSA

mBSA

glyc CIV

TSP-1

fAP

AGE

CS

Fucoidan

poly |

PS

Apoptotic cells
Myelin

iRBC

Bacteria, LPS, LTA

4+ o+ o+ 0+ +
WY+ 0+ 0 D0+
T . I I

+ =0+
W) R E HE

TABELLA 4.5.1. Ipotetici ligandi dei recettoiscavengerdi
tipo A e di tipo B e del recettoseavengeCD36.

Le funzioni che sono documentate per CD36 deridail® due maggiori proprieta: la sua
abilita nel facilitare luptakedi specifiche molecole lipidiche, come gli acidasgsi e le

LDL ossidate, e la sua adesione a molte macromiglecariche negativamente, con
conseguente trasduzione del segnale intracellutare rilevanza per I'inflammazione, la

fagocitosi e I'endocitosi (Husemaenal, 2002)
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Pertanto, queste sostanze sono state ritenutediigatla base di una o piu delle seguenti

proprieta:

* esse sono legate od endocitate dalle cellule cpenmemo gli SR o da cellule

transfettate con cDNA codificante per uno degli SR;

» cellule che esprimono uno o piu SR aderiscono idaraatione bivalente indipendente
alla matrice, che contiene questi ligandi per &i S

* anticorpi specifici per gli SR bloccano la capta=aei ligandi da parte delle cellule
che esprimono gli SR, e/o I'adesione di questauleelilla matrice rivestita dal ligando
degli SR; i putativi ligandi competono con altigdindi degli SR per il legame e/o la
captazione da parte delle cellule e/o bloccancebaihe delle cellule, che esprimono

gli SR alla matrice, che contiene ligandi degli SR.

Nonostante siano stati utilizzati molti di questtodi per identificare i ligandi degli SR,
con I'eccezione per gli anticorpi anti-recettorenre stato possibile distinguere sostanze
che mascherano ligandi di SR da sostanze cheaidedirettamente agli SR (El Khoury
et al, 1996).

Come gia detto in precedenza, CD36 lega un’eteiagdinigandi: lipoproteine native e
modificate (Endemanet al, 1993, Nozakiet al, 1995), gli acidi grassi a lunga catena
(LCFA) (Abumradet al, 1993), fosfolipidi anionici ed ossidati (Rigo#t al, 1995;
Podrezet al, 2002a, b), cellule apoptotiche (Reh al, 1995), eritrociti infetti dalla
malaria (Oquendet al, 1989), collagene | e IV (Tandat al,, 1989; Janalet al, 2001),
segmenti esterni dei fotorecettori della retina €&y et al, 1996; Finnemann e
Silverstein, 2001) e TSP-1 (Silverst@nal, 1989). E' estremamente importante ricordare
che CD36 lega anche i peptidi GH-liberatd®&H-releasing peptidesGHRP; Fig. 4.5.1),
che, come discusso piu dettagliatamente in segaotmy composti sintetici dotati di azioni
endocrine ed extraendocrine, tra cui la stimolaziatella secrezione di ormone

somatotropo e dell'assunzione di cibo.
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FIGURA 4.5.1. Attivazione del pathway di PPAR/ in macrofagi, come effetto
dellinterazione di hexarelina con i recettori CD8&HS-R1a

Ghrelin, ligando endogeno dei GHRP, non lega CIR¥&entemente, € stata dimostrata la
capacita di alcuni GHRP (desacil-grelina; hexaeeled EP80317) di bloccaig vitro
'aumentata espressione di Il3-1e IL-6, indotta da esposizione di cellule N9 (&ne
microgliale murina) ad Bos.3s (Bulgarelli I et al, 2009). Dal momento che le cellule N9
non esprimono il recettore principale dei GHRP (GRi®), si puo facilmente postulare
che l'effetto osservato sia mediato da un altrettece, ovvero CD36. Da questi studi si
dedurrebbe che CD36 sia il principale mediatoréadescata inflammatoria (espressione
di citochine pro-infammatorie), che si osservaAid, a causa dell’ accumulo dei peptidi

AR neurotossici.

Infine, recentemente e stato dimostrato che CD&& ¢®n elevata affinita anche le fibrille
della AB.

A un esame superficiale i ligandi degli SR appaiaierogenei in composizione e
struttura; tuttavia, la maggior parte dei comppstisenta almeno due proprieta strutturali
similari. Anzitutto, molti ligandi sono polianiorjad esempio, I'acido polinosinico, Il
fucoidano, I'eparina solfato, I'acido lipoteinoico)proteine in cui il gruppo aminodei

residui lisinici € stato modificato (per esempigLBL, oxLDL, collagene glicato,
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albumina maleilata). Quest'ultima modificazionerolia a carico della lisina conferisce
carattere anionico alla proteina. Inoltre, alcugahdi hanno una struttura fafoglietti,
come la forma fibrillare di A 1-42 o A3 25-35 (Lorenzo e Yankner, 1994).

4.6. Espressione di CD36 nei Tessuti Neuronali

Nel cervello umano di un adulto normale, I'endatetapillare esprime elevati livelli di
CD36, che sono facilmente individuati mediante mdetoconvenzionali di
immunoistochimica (Barnwellet al, 1989). Coraciet al (2002) hanno dimostrato
I'esistenza di CD36 sulla microglia primaria netah@ umana e sulle cellule N9 (Daviet
et al, 1995; Navazet al, 1996; Puente Navazt al, 1996).

Mancano studi che dimostrano una regolazione degltessione di CD36 a livello
neuronale e/o microgliale (per esempio, durantesvduppo ontogenetico o dopo
stimolazione con specifiche citochine). Poiché laraglia deriva ontogeneticamente
dagli stessi precursori ematopoietici dei monauii¢rofagi, € possibile che la raffinata
regolazione del CD36 analizzata in precedenza psynociti/macrofagi valga anche per

la microglia.

4.7. Funzioni di CD36

4.7.1. Possibili Funzioni di CD36 nel Sistema NepaCentrale

CD36 sembra essere coinvolto nellomeostasi del S§& come mediatore del
metabolismo lipidico a livello del SNC, della fagosi di cellule apoptotiche e
dell’endocitosi di proteine e lipoproteine natidenaturate e chimicamente modificate, sia
come attivatore della cascata del segnale di trsde in seguito al legame con un

ligando.

Tuttavia, rimane poco chiaro quanto ciascun rutdoessenziale, dal momento che topi
knockoutper CD36 hanno un fenotipo normale (Suztkal, 1997, Febbraiet al, 1999;
Trigatti et al, 1999).

Inoltre, anche in campo umano soggetti ctwiicit di CD36 non mostrano alterazioni
comportamentali di rilievo (Yamamotet al, 1994). Questi soggetti, definiti Naka-
negativi, a causa di una mutazione per sostituzibruma prolina in posizione 90 con una
serina, non esprimono CD36 contemporaneamenteastripe e su monaociti (variante di

tipo 1) oppure solo su piastrine (variante di tlo
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Febbraio et al. nel 1999 hanno generato un topetgamente deficiente in CD36 ; questo
animale non mostra ovvie anomalie di comportamesuggerendo che il ruolo di CD36
nel fornire gli acidi grassi potrebbe essere maigin Inoltre questi topi sono stati
esaminati con il plus maze test, usato per misuiamnsia e la capacita di esplorazione, ma
non é stata trovata alcuna differenza rispetto ai. Wifine il radial maze a 8 braccia,
utilizzato per testare la capacita di apprendimehtodimostrato che i topi CD36-nulli
hanno un deficit nella capacita di imparare, facesdstanzialmente piu errori rispetto ai
controlli (Nadaet al, 2004).

4.7.2. Metabolismo lipidico e ruolo di CD36

Nel sangue i lipidi ed il colesterolo sono traspbrdlalle lipoproteine. Le LDL contengono

principalmente I'apolipoproteina B, mentre le HBd dpolipoproteine A-1, A-1l, C ed E.

Le lipoproteine, che si ritrovano a livello del ilo cerebrospinale (CSF), sono HDL-

simili e sono prodotte principalmente dagli astiiqtiadu et al., 2000).

CD36 partecipa al legame e trasporto degli acidsgra lunga catena (LCFA) nelle
cellule e nei tessuti quali adipociti, miocardian@scolatura scheletrica (Abumratial.,
1993; Febbraiet al, 2001) dove le LCFA sono importanti substrati jgeproduzione di

energia.

Topi CD36 /" hanno una diminuzione del trasporto delle LCFApdate del tessuto
adiposo e della muscolatura, un aumento dei liyaismatici di acidi grassi liberi,
triacilglicerolo e colesterolo ed ipoglicemia a idigp (Febbraioet al, 1999); soggetti
umani condeficit di CD36 presentano una diminuzione dei livellicolanti di LCFA

(Hwanget al, 1998, Febbraiet al, 1999).

CD36 lega le HDL con elevata affinita, ma ha unpacita estremamente ridotta di
scambiare il colesterolo delle HDL rispetto adi&hR, come ad esempio SR-A (Febbraio
et al, 1999). Cio suggerisce un ruolo minore di CD36metabolismo del colesterolo.
Tuttavia, sia uomini che topi codeficit di CD36 hanno elevati livelli plasmatici di
colesterolo (Febbraiet al, 1999; Yanaket al, 2000). Il legame, l'internalizzazione e la
degradazione delle oxLDL da parte di CD36 sonogfficienti rispetto alle LDL e alle
acLDL (Nicholsonet al, 1995).

Le lipoproteine, tra cui quelle presenti nel CSéna suscettibili all’ossidazione (Bassett
et al 1999). Lipoproteine modificate in senso ossidagwno neurotossiche e stimolano i
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macrofagi, la microglia e gli astrociti a secernsostanze neurotossiche, quali le specie
reattive dell'ossigeno (ROS) (Kivatiniet al, 1997; Bassett al, 1999; Maxeineet al,
1998; Kelleret al, 1999; 2000).

Questo indicherebbe I'importanza di una rapida gimoe delle lipoproteine ossidate dal
SNC. In periferia le lipoproteine ossidate sonoasse efficacemente dalla circolazione
per opera degli epatociti che esprimono gli SR (\awstenet al, 1998; 2001). Allo
stesso modo gli SR degli astrociti e della mictaglotrebbero mediare questo processo
nel SNC.

Tuttavia, non vi sono prove di un ruolo di CD36 laetimozione di lipoproteine
modificate da parte di cellule derivate dal SNCfati, i meccanismi che mediano la
rimozione di lipoproteine modificate dal SNC nomgatati studiati in dettaglio.

4.7.3._Fagocitosi

Un’altra funzione di importanza primaria degli SR g&iella di rimuovere cellule
apoptotiche, che si presentano durante lo svilupppmormale omeostasi e le infezioni
(Bird et al, 1999). CD36 €& stato implicato nella rimozionecdilule apoptotiche, detriti
cellulari, batteri, mielina e dei segmenti estedri bastoncelli; inoltre, esso svolge un
ruolo nella rimozione di neutrofili apoptotici dane dei macrofagi in cooperazione con
l'integrina ayPs (Savill et al, 1992). L'incubazione dei macrofagi con cellupptotiche
indurrebbe un aumento nell’espressione di mediatotiFinflammatori: questo effetto e
mediato da CD36.

Nel SNC gli SR partecipano alla fagocitosi di clelapoptotiche: le cellule coinvolte sono
sia la microglia che gli astrociti.

La microglia nel cervello adulto umano esprime tiidbvelli di CD36 (Coraciet al,
2002). Non e stato ancora dimostrato se CD36 abbraiolo nella fagocitosi delle cellule
apoptotiche da parte della microglia nel SNC, comléa captazione di neutrofili, linfociti
e fibroblasti in apoptosi da parte dei macrofagiiowti periferici (Savillet al, 1992; Ren
e Savill, 1995; Puente Navaebal, 1996; Albertet al., 1998).

Il riconoscimento e la internalizzazione da paréedcellule dendritiche (DCs) di cellule
apoptotiche, neoplastiche od infettate da virugioseeguiti dalla presentazione degli
antigeni tumorali o virali a cellule T CD8+ nel ¢esto del MHC-I. Le fasi di

riconoscimento e captazione sono mediate da CD&4lla integrinaayfs (Albert et al,
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1998). Questo processo ricorda la funzione di Cb&b macrofagi, ma nelle cellule

dendritiche €& finalizzato alla presentazione amiige € non semplicemente alla
degradazione delle cellule apoptotiche. Questeresgeni, pertanto, sono a sostegno
dell'ipotesi che gli SR siano originati dal sisteimamunitario innato come molecole per il
riconoscimento di antigeni esterni e, successivaeepecializzati nelle cellule

dendritiche come recettori, per indirizzare gli igemhi esterni al processamento
endosomico per la produzione di epitopi di presaate nel contesto di MHC-I (Krieger,

1997).

4.8. Ruolo di CD36 nelle Malattie

4.8.1. Malattia di Alzheimer

| depositi intraparenchimali di 4 come gia citato nella parte introduttiva sull’AEgno
costituiti da peptidi di A di 40/42 aminoacidi, circondati da microglia adtia, astrociti e
neuriti distrofici (Wisniewskiet al 1989; Selkoe, 2000): I'insieme costituisce lacpa
senile. L'inflammazione, che si sviluppa a livetliella placca senile, riveste un ruolo
importante nella patogenesi del’AD (Akiyama, 1984;Khouryet al, 1998) e le cellule
principalmente coinvolte in questo processo sononieroglia (Medaet al, 1995; El
Khoury et al, 1998). Microglia ed astrociti, insieme ad altellule del SNC, che
esprimono SR, interagiscotmo vitro con fAB. Il legame e specifico ed induce attivazione
di NF-kB, importante attivatore trascrizionale, cdepo essersi legato al DNA, induce un
aumento della fosforilazione di proteine cellulag produzione di sostanze
proinflammatorie, come i ROS, il TN&- I'ossido nitrico (NO) e le componenti del
sistema del complemento (McDonatlal, 1998; Combet al, 1999, 2001; Terry, 1999;
Nakaiet al, 2001).

E’ stato ipotizzato che CD36 abbia un ruolo nelitogenesi dell’AD (Coraat al, 2002),

il suo legame con le f attiva una sequenza di eventi che inducono nessimite.
L’accumulo di A3 induce l'espressione di CD36 sulla microglia, ctieattiva per
eliminare I'amiloide accumulata. In questo modo &D3nzionerebbe come parte di una
risposta innata neuroprotettiva contro la neuratdas Tuttavia, € possibile che in
condizioni in cui laclearancedella AB sia inadeguata, la continua induzione di CD36, con
conseguente produzione di eccesso di ROS e chemsoata parte della microglia,
potrebbe contribuire alla neurodegenerazione (Rietli et al, 2004) e, pertanto, il ruolo

di CD36 potrebbe diventare dannoso.

82



Introduzione

In realta, CD36 richiede l'intervento di altre peote: solo la formazione del complesso
eterotrimerico costituito da CD36, integringB, e CD47 attiva, con un meccanismo
tirosin-chinasi dipendente, burst respiratorio con produzione di ROS e di IB-1E
interessante notare che questo recettore non eado i interagire con la forma non
fibrillare di Ap (Fig. 4.8.1.1).

ADPH Oxidase

'@rﬂw - Respiratory

_ pa2phex Burst
paor |]~11.'.-’Pl'°x
Oxidative Damage

FIGURA 4.8.1.1. Modello di interazione delle fibrille di f\con il complesso recettoriale
di superficie di una cellula microgliale con atttiene della cascata di traduzione del
segnale intracellular&Vilkinson BL, Landreth GE J Neuroinflammation. 2008v 9;3:30
modif.

L'integrina ogB; € un elemento centrale del complesso recettoadl& essenziale per
'adesione e la risposta alle fAll legame della subunitf; aumenta la fosforilazione
tirosin-dipendente di molte proteine cellulari, clansuccessiva produzione di citochine
pro-inflammatorie come IL{1(Lyn et al, 1995; Cheret al, 2000).

E’ stato ipotizzato che CD47 svolga un ruolo crleciael trasdurre la stimolazione
recettoriale del complesso indotta dg3f& TSP-1 su monociti e microglia (Bambergéer
al., 2003). CD47 e una proteina integrale di membraha interagisce funzionalmente
con lintegrinaf;, modulando la funzione del complesso recettorialeS&€Dipendente.
CDA47 interagisce con altre proteine implicate cangénerazione del segnale a livello

intracellulare (Porter e Hogg, 1998).
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Essa puo anche agire indipendentemente, interagdinettamente con proteine fibrillari
come TSP-1 ed altre proteine di superficie (Jaingl, 1999; Babicet al, 2000, Brown e
Frazier, 2001).

E stato dimostrato che CD47 & essenziale perahegdi A3 alla cellula e la conseguente
attivazione della cascata intracellulare dellesiimechinasi (Bambergest al,, 2003).

Non si conosce il contributo di ogni componente d@hplesso recettoriale CD36B1-
CDA47 nell'attivare il segnale intracellulare; ilrdatto di fA3 con la strutturaecettoriale
CD36-06p1-CD47 favorirebbe I'adesione delle fibrille allapsuficie cellulare, con la
conseguente immobilizzazione ed aggregazione fodial@u complessi recettoriali. E'
importante sottolineare I'azione cooperativa detgimenti del complesso recettoriale. Se
con l'uso di specifici mAb si impedisce linteram® di fA3 anche solo con una
componente del complesso CD&,-CD47 viene inibita, infatti, I'azione di stimolo
della AB sulla cascata intracellulare; ne € una riprovatigeche interagiscono con il sito
di legame dei singoli recettori non hanno alcuniaitit agonistica.

Il legame di fA3 alla microglia ed ai monociti induce I'associazodi CD36 alla
fosfotirosinkinasiSrc (PTK) Lyne attiva una cascata di eventi intracellulari, cbi@volge
Fyn, un altro membro della famiglia delle PTIk la protein-kinasi mitogeno-attivata
p44/42 (MAPK) (McDonalcet al, 1997; Combst al, 1999).

L'interazione di CD36 d.yn nei macrofagi € essenziale per I'attivazione éevdil p44/42

e la successiva risposta pro-inflammatoria alli Biversamente d&yn, che resta un
importante componente di questa via intracellulahe sembra interagire indirettamente
con CD36 (Mooreet al, 2002).

L’interruzione della via intracellulare attivata tlgn o Fyn inibiscein vitro la risposta
inflammatoria dei macrofagi; questa attivazioneaxilatain vivo, significherebbe una
riduzione del numero di macrofagi attivati nei siii accumulo della A nel cervello
(Mooreet al, 2002).

Da modelliin vivo e stato osservato che CD36 attivato df 1A42 induce la produzione
dei ROS da parte di macrofagi umani monocito-dérivaicroglia umana neonatale e
cellule N9 (Daviett al, 1995; Navazet al, 1996; Puente Navazat al., 1996).

CD36, inoltre, sembrerebbe rivestire un ruolo anchia angiopatia di AD: le cellule
endoteliali del microcircolo cerebrale, sede diumcualo di fAB nell’angiopatia di AD
(Esiri et al, 1986; Yamaguchet al, 1992) sembrano esprimere CD36 (Barnraélal,
1989).
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Eritrociti infetti dalla malaria interagiscono c@D36 sulle cellule endoteliali a livello del
circolo cerebrale, alterando l'integrita della BEEnoet al, 2005). Anche la fA esercita
lo stesso effetto (Claudio, 1996) e, quindi, ciggerisce che l'interazione di CD36 con
fAB, depositata negli spazi subendoteliali, possarituite all’aumento della permeabilita
dela BEE, osservata nell’AD (Verdiet al, 2004).

4.8.2. Neuropatia periferica diabetica

E' noto che nel paziente diabetico con neuropdtiaceumulano proteine altamente
glicosilate, chiamate prodotti terminali di gliclagiione avanzata (AGESs), a livello della
mielina e della matrice extracellulare (Brownle292).

CD36 funge da recettore anche per AGEs (El Kheargl, 1994; Ohgamet al, 2001 a;
b). Da qui deriva l'ipotesi che CD36 possa svolgareruolo nella patogenesi della
neuropatia periferica diabetica.

Nel paziente diabetico le proteine AGE-modificalierano anche la funzione vascolare,
interagendo con specifici recettori del tipo SR macrofagi e su cellule endoteliali,
inducendo iperproduzione di matrice, trombosi fecalvasocostrizione (Baynes, 2001).

Questo potrebbe aggravare ulteriormente la neueogebetica.

4.8.3. Malattie da demielinizzazione

Mentre la neuropatia diabetica periferica potrebbettere una “eccessiva’ interazione
degli SR con la mielina glicata e le proteine ditneca, undeficit dell'attivita degli SR
potrebbe essere la causa dell’accumulo di dewienqzialmente neurotossici nel sistema

nervoso e indurre forme di alterata mielinizzazi¢hemielinizzazione).

4.8.4. Malaria

CD36 appare come il maggior recettore per gli @eitr infettati dal Plasmodium
Falciparum(Oquendcet al, 1989).

L’evento patofisiologico che caratterizza la malagil'adesione degli eritrociti parassitati
al microcircolo di organi chiave, specialmente wello del cervello: un processo
conosciuto come citoaderenza.

Varie regioni della struttura proteica di CD36 somuoplicate nella citoaderenza
(Ockenhouseet al, 1991): i residui 155-183 (Daviedt al, 1995), 146-164 e 145-171
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(Baruchet al, 1999), tutti compresi in una regione extracall@limmunodominante ed
idrofobica, ed i residui 8-21 e 97-110 (Asethal, 1993). Tuttavia, € importante precisare
che alcune di queste osservazioni furono determinstando metodi indiretti, come
anticorpi bloccanti la citoaderenza, che potreblieitore aspecificamente la citoaderenza
solo per ingombro sterico.

Anche le regioni nell'estremita C-terminale di CD3@mbrerebbero influenzare la
citoaderenza (Serghidesal, 1998).

Con la citoaderenza gli eritrociti parassitati vemg sequestrati e sfuggono alla
sorveglianza del sistema immunitario. Pertantomait et al (2000) hanno proposto
I'ipotesi che undeficit di CD36 potesse essere correlato con una malatizo severa.
Questa ipotesi & stata smentita: infatti, i pazieoh deficit di CD36 sviluppano una
malattia molto piu grave, suggerendo, quindi, clespressione di CD36 da parte del
macrofago e fondamentale ai fini della di rimozialegli eritrociti infettati. Un’ulteriore
conferma deriva dal lavoro di McGilvrast al. (2000) che hanno dimostrato che CD36
media la fagocitosi non opsonica degli eritroaitietti da parte dei macrofagi, mediante

riconoscimento di un ligando parassita-codificatoile alla TSP-1.

4.8.5. Emoglobinopatie

CD36 riconosce anche alterazioni nella membrarteoettaria, indotti dalla emoglobina

S, mutazione prevalente nella popolazione africana.

Il marcato rallentamento del flusso ematico dedlibue falciformi favorisce una maggiore

interazione tra CD36 dell’endotelio e TSP-1 deittecita, contribuendo alla patobiologia
vascolare della malattia (Sugihataal, 1992).

Inoltre gli eritrociti falciformi sono caratteriztdala alterazioni strutturali della membrana;
come per le cellule apoptotiche, questo potreblmenpovere il riconoscimento, con

successiva captazione, da parte di CD36 di origiaerofagica.

E interessante notare che I'eterozigosi per I'emioigih S protegge contro la malaria
causata daPlasmodium Falciparunpoiché i parassiti non possono infettare i rédicidi.

4.8.6._Aterogenesi

Un’importante ruolo patologico svolto da CD36, tela alla formazione di cellule
schiumose da macrofagi ed alla patogenesi delbatéerosi, € il riconoscimento e

I'internalizzazione di oxLDL (Endemaret al, 1993).
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CD36 riconosce le LDL modificate per ossidazioneratdicali liberi prodotti dal sistema
mieloperossidasico (MPO-oxLDL; Podrezt al, 1999). La formazione delle cellule
schiumose MPO-oxLDL-dipendente pud essere inibtthizzando anticorpi anti-CD36
(Podrezet al, 2000).

In risposta ad un danno endoteliale, i macrofadge € DL migrano nello spazio sub-
endoteliale, in cui vengono intrappolate (Steinbe@®97). Uno stimolo inflammatorio
porta alla secrezione, da parte degli endoteliecitiacrofagi, di prodotti ossidanti, tra cui
NO e il perossido di idrogeno Questi generano oxL.dandi CD36-specifici o ligandi
per altri SR.

L’internalizzazione delle oxLDL tramite CD36 genela sottoprodotti lipidici (9-HODE,
13-HODE e PGJ2), mediati dalla lipossigenasi o li& aie metaboliche, che, a loro
volta, forniscono ligandi per il fattore di trastdne PPARYy. Il legame di queste strutture
lipidiche porta PPARa dimerizzare con RXR e madifica il complesso iodm che esso
possa traslocare nel nucleo e attivare la traserézdi geni bersaglio (vedi sopra). Poiché
questi geni bersaglio includono sia PPARehe CD36, si attiva un circuito di
amplificazione del segnale: lincremento dellegsiene di CD36 promuove la
captazione delle oxLDL, perpetuando il ciclo e @aa® l'accumulo di esteri del
colesterolo da parte dei macrofagi e la successasiormazione in cellule schiumose
(Steinberg, 1997).

4.9 CD36 e I'attivita anti-angiogenica di TSP-1

La TSP-1 e i frammenti da essa derivati furono tifieati come potenti inibitori endogeni
dellangiogenesi tumorale, efficaci contro tutti giduttori angiogenici, tra cui bFGF e
VEGF (Goodet al, 1990). Il segnale anti-angiogenico di TSP-1 giemediato da CD36
(Dawson et al, 1997; Jimenezt al. 2000), tramite un’interazione, che puo essere
modulata anche da un’altra proteina contenenteriidio CLESH, glicoproteina ricca in
istidine.

Molti studi hanno dimostrato che CD36 si assocs&cdimente, come precedentemente
detto, con le protein-tirosin chinasyn, Lyne Yes L'esposizione di cellule endoteliali alla
TSP-1 favorisce il reclutamento Byn a livello del complesso di membrana CD36, con
attivazione delle chinasi e successiva attivazianalle della protein-kinasi mitogeno-
attivata p38 (p38 MAPK).

L’attivita anti-angiogenica della TSP-1 e legatta alapacita di indurre I'apoptosi delle

cellule endoteliali tramite la via che utilizza cemffettori le caspasi-3.
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Il segnale di CD36 pu0 portare alla morte cellulagregrammata anche in altri tipi
cellulari: I'incubazione di cellule ovariche di ceto CD36-transfettate con oxLDL induce
apoptosi (Rusinott al, 2000).
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5_ESPRESSIONE, SIGNALING E MALFUNZIONAMENTO DI INS ULINA ED IGE-1
NEL SISTEMA NERVOSO CENTRALE

L’ insulina einsuline-like growth factor IIGF-1) sono importanti modulatori dello sviluppo
e del metabolismo nel SNC e, conseguentementgréssione dei loro recettori risulta
eterogenea nel tessuto neuronale. Insulina ed 1G&nRD fattori neurotrofici, dal momento
che stimolano la sopravvivenza e la differenziagioeuronale in assenza di altri fattori di
crescita; essi promuovono la nascita e la migrazioreuritica, la sintesi proteica,
I'espressione delle proteine citoscheletriche efdlanazione sinaptica (Yet al, 1996;
D’Ercole et al, 2002; Popkeret al,2004). In aggiunta, IGF-1 regola la sviluppo e la
sopravvivenza degli oligodendrociti e la mielinizeame (D’Ercoleet al, 1996), mentre
l'insulina & piu coinvolta nella regolazione deblgivita metaboliche e nel mantenimento
dellomeostasi del glucosio (Woznia#t al, 1993); tale funzione € anche suggerita dalla
sovrapposizione nella distribuzione dell'insulinal@ suoi recettori (IR) e dei trasportatori
GLUT1 e 4 in regioni cerebrali specifiche (ippocamp plesso coroide; Salkovic-Petrisic e
Hoyer, 2007; Zhaet al, 1999).

Studi di immunoistochimica su biopsie umane loaaim I'insulina prevalentemente a livello
di ippocampo, talamo, ipotalamo ed amigdala; I'lm&y presente a livello cerebrale, deriva
in primis dalla sintesi pancreatica (celledelle isole di Langherans), e viene trasportata ne
liquor attraverso la BEE, ad opera di un meccanismottoreemediato (Erol, 2008;
Salkovic-Petrisic ed Hoyer S, 2007; Banks, 2004rnBet al, 2007). In aggiunta, I'insulina
pud diffondere liberamente nel SNC attraverso #argoostrema, una regione
circumventricolare caratterizzata da una BEE mp#domeabile (Portet al, 1998; Sankaet

al., 2002). Alcuni autori propongono l'esistenza dauwsintesi localele novodell'insulina;
questa ipotesi € sostenuta dal ritrovamento di mRMA la proinsulina | e Il (proteine
precursori inattive dell'insulina) nel tessuto deade fetale di roditori e in colture neuronali, e
da immunoreattivita per linsulina in reticolo empd@smatico, apparato di Golgi, citosol,
assoni e dendriti di cellule neuroali (Adamioal, 1989; Zhacet al, 1999).

La principale risorsa di IGF-1 é rappresentatafeighto, dove la suo produzione e stimolata
dall’ormone della crescita; altri organi, qualcérvello ed il midollo spinale sono in grado di
produrre tale peptide. L’'IGF-1 circolante € in gszadome l'insulina, di attraversare la BEE;
si dimostra che sia la frazione prodotta localmettie quella circolante sono capaci di
modulare le funzioni cerebrali. L’espressione dFiG presenta una distribuzione neuronale

uniforme, ed é rilevata sia nelle fasi fetali cliilée dello sviluppo neuronale (D’Ercoé
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al., 1996; D’Ercoleet al, 1993; Folliet al, 1996) ; essa subisce una regolazione evolutiva
con un picco massimo concidente con la proliferazioeuronale e lo sviluppo del neurite
(Ye et al, 1997). Durante lo sviluppo del SNC IGF-1 eseraizioni prevalentemente
neurotrofiche, mentre nel cervello adulto si contgpartome neuromodulatore e regola la
plasticita sinaptica. Il fattore di crescita si @istra protettivo contro una vasta gamma di
insulti neurodegenerativi ed € coinvolto nei preceparativi conseguenti a danno neuronale
(Fernandezt al, 1999; Saatmaat al,1997); IGF-1 e protettivo nei confronti della sasta
indotta dal peptide B (Dore et al, 1997), dallo ione ferro (Zhangt al, 1993) dall’acido

kainico (Azcoitiaet al, 1999) ed anche nei fenomeni di ipossia-ischemia.

5.1.Insuline receptor substrates (IRS)

Insulina e IGF-1 esercitano le proprie funzionil@wviluppo cellulare e il metabolismo
energetico tramite una via di trasduzione del skegmatracellulare, i cui protagonisti
essenziali corrispondono a una molecole desigfansuline receptor substratessubtipi
1-4 di IRS condividono una struttura molto simiaratterizzata da un’estremita N-terminale
altamente conservata e un’estremita C-terminaléeoente siti multipli siti di fosforilazione
ad attivita tirosin-chinasica, essenziali per Reitzione delle molecole effettrici situate a valle
della via di trasduzione del segnale.

L’estremita N-terminale comprende tre domini fumab, una regione PH pleckstrin
homology e due regioni PDHphophotyrosine bindind homolggyll dominio PH media
I'interazione di IRS con Tyk-2Janus tyrosine kina3@d e importante nel coordinare IRS con
I segnali mediati dai fosfolipidi e dalle protei@e(Giovannone et al., 2000). Il dominio PTB
interagisce con la subunifadel recettore dell'insulina e di IGF-1. L'estreeniC-terminale é
necessaria per l'interazione con le proteine (megtiare del segnale insulinico) contenenti il
dominio SH érc homology P

La specificita del segnale trasmesso attraversmadéecole IRS risiede nella capacita del
dominio PTB di interagire in modo differenziale cibmecettore di insulina o IGF-1, e nella
variabilita strutturale dell’estremita C-terminalehe permettono un’interazione selettiva di
IRS con le proteine aventi dominio SH, le quali lmed specifiche risposte cellulari. Inoltre,
I'espressione tessuto-specifica dei diversi sqitali IRS determina una risposta cellulare

differenziale a insulina e IGF-1).
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5.2.1GF-1 e il suo recettore IGF-1R

IGF-1 (definito anche somatomedina C) € un ormoneatiura proteica (7649 kDa) che
condivide analogie strutturali con I'insulina, cate di 70 amminoacidi disposti a formare
un‘unica catena contenente tre ponti disolfuroroglqtto principalmente dal fegato, come un
ormone endocrino, sotto lo stimolo dell'ormone daliescita. Circa il 98% di IGF-1 si ritrova
normalmente associato con un membro delle 6 IGHifgn proteins (IGF-BP); la piu
abbondante risulta essere IGFBP-3 (80% di IGF-att8ge lega IGF in un rapporto molare
1:1.

Il recettore di IGF-1 (IGF-1R) rappresenta il réoed fisiologico di IGF-1 (in grado di legare
anche il recettore dell'insulina IR). IGF-1R fa fgardella famiglia dei recettori tirosin
chinasici dei fattori di crescita (IR, IGF-1R e I&R); & un recettore transmembrana in grado
di interagire sia con IGF-1 che con IGF-2, una@ra strettamente associata a IGF-1. La sua
struttura comprende due subunita alfa e beta, rabwasintetizzate da un unico mRNA
precursore, il quale subisce successivamente gaezame e taglio proteolitico; tali
modificazioni consentono la formazione della catemasmembranaria3 funzionale, la cui
struttura € mantenuta intatta dalla presenza dine@ys-Cys (cisteina-cisteina). La catena
si colloca extracellularmente, mentre la catBradtraverso il doppio strato fosfolipidico ed é
responsabile della trasduzione del segnale, initeegll'interazione recettore-ligando; il
recettore maturo ha un peso molecolare di circkBao

Sia IGF-1R che IR (presentano 60% di omologia) iedssi0 un sito di legame per I'ATP,
che viene utilizzato per conferire gruppi fosfatai sesidui di tirosina nel corso
dell'autofosforilazione, evento scatenante la casdasegnalazione intracellulare.
L’interazione ligando-recettore determina variagi@onformazionale e dimerizzazione delle
catene recettorialx e 3, in seguito alla quale le cateneinducono l'autofosforilazione sui
residui di tirosina delle caterf& ne consegue l'attivazione delle tirosin chinasiettoriali
intrinseche, che fosforilano a loro volta un cemanero di molecole citosoliche tra cui le
IRS, gia menzionate. L’attivazione delle IRS riateda fosforilazione, da parte delle tirosin
chinasi recettoriali, di residui tirosinici preseint specifici domini dell’estremita C-terminale
di tali molecole. Le proteine IRS fosforilate (PRS) interagiscono con le molecole a valle
della cascata di trasduzione del segnale, ovvemrd&ine contenenti domini SH2, tra cui
Grb2 @rowth factor receptor-bound protein),2a tirosin fosfatasi SHPTP-2 e la sub unita
regolatoria p85 della fosfatidil-inositolo-3 chingRI3K). L’interazione di PT-IRS con Grb2
determina la sequenziale attivazione di p21 rade déAPKK (chinasi di MAPK), e di Erk
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MAPK. L’attivazione di Erk MAPK determina stimolamie mitotica, crescita neuritica ed
espressione genica.

L'interazione di TP-IRS con p85 stimola il trasmorti glucosio e inibisce I'apoptosi

attraverso Il'attivazione di Akt/protein chinasi Bl'mibizione di GSK-3b (glicogeno sintasi

chinasi-3b). Akt inibisce I'apoptosi fosforilando percio inibendo I'azione di GSK-3b e

BAD; elevati livelli di GSK-3b e BAD unitamente assi livelli di Akt sono associati ad un
incremento della morte neuronale (Dudek et al.,188tman et al., 2000; Eves et al.,1998).
L'azione di BAD é mediata dall'inibizione di fatioanti-apoptotici, tra cui alcuni membri

della famiglia Bcl. Questo processo coinvolge iltaoondrio: infatti le molecole pro-

apoptotiche promuovono la permeabilita mitocondriall rilascio del citocromo c e

I'attivazione caspasica (Fig. 5.2.1).
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FIGURA 5.2.1. Cascata di trasduzione mediata da IGF-1.
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5.3.Possibile associazione tra AD e Diabete mellitdipo 2

Il diabete mellito € una disordine metabolico diédfinda una disfunzione del segnale
insulinico e caratterizzato da un aumento progvessiell'incidenza con l'eta; e stato
associato anche con un lento e progressivo danmomae (Li e Holscher, 2007; Biessels e
Kappelle, 2005). Infatti, um moderato peggiorametglbe funzioni cognitive e stato riportato
nei pazienti con diabete di tipo 1 (autoimmune) ke tigo 2 (insulino-resistente),
rispettivamente T1D e T2D, probabilmente come cgueeza di una complessa interazione
tra il diabete e il normale processo di invecchiato€Biessel®t al., 2005).

Numerose evidenze sostengono una stretta relanianE2D e AD. Studi epidemiologici
riportano un rischio maggiore di AD nei pazientiDi2Zhu et al, 2005; Watson e Craft,
2004); entrambe le patologie sono accomunate dmealcaratteristiche salienti: processi eta-
correlati; degenerazione, elevati livelli di colsio, insulino-resistenza periferica e
cerebrale, disfunzione nel signaling insulinicomptiuito trasporto e metabolismo del
glucosio, presenza di elevati livelli di glucosionametablizzato nel circolo ematico cerebrale
(Hoyer, 1998; Salkovic-Petrisic e Hoyer, 2007; $whkampet al, 2000; Hoyer, 2003; Peila
et al, 2002; Watson e Craft, 2004). Una spiegaziona dHtassociazione T2D-AD consiste
nell’assunzione che l'iperinsulinemia e iperglicanipici di T2D, che affliggono il paziente
in maniera cronica, sono fattori causanti una seriprocessi patologici: danno persistente
alla microcircolo cerebrale, con conseguente negederazione e deficit cognitivi; sono tutti
fattori favorenti I'insorgenza di AD (Craft e Watg02004; Rasgon e Jarvik, 2004; Peta
al., 2002; Hoyer, 2002). Studi epidemiologici mostrathe la coesistenza della variante
polimorfica ApoE4 e di T2D raddoppia il rischio &D, rispetto alla condizione del
polimorfismo di ApoE preso singolarmente; in modarrispondente nelle autopsp@ost
mortemdegli individui con T2D e genotipo ApoE4 si ritewn significativo aumento dei
depositi amiloidei e di NFT rispetto ai pazientaloietici senza polimorfismo in ApoE (65).
Tali risultati suggeriscono che la condizione dtadaze (T2D), in sinergia con la variante
polimorfica ApoE4, puo essere ritenuta un fattaresghio per I'insorgenza di AD.

Alcuni studiosi recentemente hanno definito AD cofdebete di tipo 37, in quanto si
verifica in AD una condizione di insulino resistanzhe interessa le aree cerebrali (Rivadra
al., 2005; Crafiet al, 1998). Tale idea e supportata dal fatto chengdndagini evidenziano
in AD una riduzione dell’ espressione di insulihagter-Collet al,, 2006; Steeet al, 2005),
dell'espressione di IR e IGF1-R (Froliehal, 1998; Moloneyet al, 2008), dei livelli di IRS-
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1, IRS-2 e PI3K e diminuzione dell’attivita di ERRL(extracellular regulatedkinase
(Watson e Craft, 2004); in aggiunta si evidenzia uduzione nell'interazione tra Grb2 e la

proteina adattatrice Shc.

Ulteriori lavori hanno dimostrato la presenza daworrelazione tra AD e un’alterazione del
signaling insulinico e di IGF-1; studi su autopp@st mortendi pazienti AD mostrano una
diminuzione dellattivita tirosin chinasica rispetiai controlli sani (Frolichet al, 1998;
Frolich et al, 1999). Inoltre, altre modificazioni correlataléerazioni del pathway insulinico
in AD includono ridotto uptake di glucosio, aumeatattivazione di GSK-3b, produzione
energetica deficitaria, aumentato stress ossidapiresenza di prodotti di glicazione proteica

avanzata e ridotta sopravvivenza neuronale (Helat, 1998).

5.4. Malfunzionamento del signaling di insulina e IGF-1:contributo
all'insorgenza di AD

Esperimentiin vitro dimostrano che la fosforilazione di tau € normalteeregolata da
insulina e IGF-1 (Honget al, 1997). Le protein chinasi maggiormante coivaftella
fosforilazione di tau includono: Erk MAPK e Cdk-8h{nasi ciclina dipendente-5), entrambe
attivate da insulina e IGF-1 (Lovestoeieal.,, 1994; Garveet al, 1995).

La disregolazione del segnale insulinico e di IGBrtbvocano un’iperfosforilazione della
proteina tau, dovuta alla ridotta attivazione di AkPI3K e conseguente attivazione di GSK-
3b. L’attivita di questa chinasi e regolata a livetellulare dalle proteine Akt e PI3K e dal
segnale di Wnt; l'inibizione del segnale di insalitF-1concorre all’attivazione di GSK-3b,
lo stesso vale per il segnale di Wnt, conosciuta pgde ruolo essenziale svolto
nell’embriogenesi e il cui malfunzionamento semlassociato ad alcune altreazioni
molecolari associate ad AD (Nishimwrbal,1999; Grilliet al.,2003).

GSK-3b e una chinasi serina/treonina multifunzienahe regola molteplici pathways di
trasduzione del segnale intracellulare associafattafita di recettori serin chinasici,
accoppiati alle proteine G, ed é coinvolta nelipoista alle molecole della famiglia Wnt. La
perturbazione del segnale di insulina e IGF-1 ™NC$a come effetto principale 'aumentata
attivita di GSK-3b, che causa iperfosforilaziondlal@roteina tau; 'abnorme modificazione
di tau annulla le sue funzioni fisiologiche e netaedmina I'aggregazione e I'accumulo a
livello del pericario, promuovendo stress ossidatidisfunzione mitocondriale e apoptosi
(Mandelkowet al, 2003). E' importante ricordare che un ulterimeccanismo, indipendente

dal segnale di insulina e IGF-1, che concorre @iNazione di GSK-3b e rappresentato dalle
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lesioni ipossiche e ischemiche tipiche dello stressidativo; tale meccanismo pertanto
instaura un circolo vizioso, in cui si instaurafeed-back positivo tra I'attivazione di GSK-
3b e liperfosforilazione di tau.

Lo stress ossidativo svolge un ruolo centrale aiVare altrechinasi coinvolte, che
partecipano all'iperfosforilazione di tau; i livetli Erk MAPK (Zhuet al, 2002), Akt (Peket
al., 2003; Rickleet al, 2004) e Cdk-5 (Patrickt al, 1999) risultano aumentati in corso di
AD in risposta allo stress ossidaivo e in maniatigendente da insulina/IGF-1.

Il signaling di IGF-1 e insulina incide anche suétabolismo dellg3-amiloide, tramite la
mediazione di MAPK (Gasparinet al, 2001; Gaspariniet al, 2002), in due modi:
accelerando il trasporto dipA3APP dall'apparato di Golgi verso la membrana pldsraae
promuovendo la secrezione dif3Ae inibendone la degradazione operata dall’enzima
degradante l'insulina (IDE). | peptidi¥0 e A342 si dimostrano capaci di interferire con il
segnale insulinico tramite una competizione e mdre dell'interazione recettore/fattore di
crescita o riducendo l'affinita dell'insulina/IGFger il rispettivo recettore (Xiet al, 2002;
Ling et al, 2002). Cio suggerisce che I'accumulo @ promuove l'iperfosforilazione di tau e
la successiva formazione di NFT, attraverso l'ifeieanza con il segnale insulinico che
promuove l'attivazione di GSK-3b.

Esperimentiin vitro su colture neuronali ippocampali dimostrano chprdtrattamento con
IGF-1 previene la neurotossicita indotta da Ab @etral, 1997; Doreet al, 1999); I'azione
neuro protettiva di IGF-1 € attribuibile alla stilmnione del segnale insulinico, che conduce
alla soppressione dell’attivita di GSK-3b mediata EP3K e Akt (Zhenget al, 2000).
Purtroppo l'effetto di IGF-1 non e specifico pef3,Adal momento che simili effetti sono
riscontrabili nelle tossicita indotta da etanole (d Monteet al, 2001; de la Monte e Wands,
2002).

IDE catallizza la degradazione dellormone insulied esercita un’azione inibitoria sul
signaling di tale fattore di crescita, dal momento che la attavazione avviene quando
vengono superati i livelli fisiologici di insulinaRecenti studi dimostrano che IDE puo
degradare i peptidi B solubili (McDermottet al, 1997), e acquisce pertanto la funzione di
regolatore dei livelli extracellulari dei peptidibAQui et al, 1998; Balasubramaniaat al.,
2001). Modelli transgenici che overesprimono larfarmutata (inattivante) di IDE presentano
iperinsulinemia, intolleranza al glucosio e aumentgelli di AP nel cervello. La ridotta

attivita di IDE nell’animale transgenico correlatuitivamente con gli aumentati livelli di
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insulina e di A riscontrati; in aggiunta I'accumulo dipAinterferisce negativamente sul
signaling del fattore di crescita determinando cmrdizione di insulino-resistenza.

Un ulteriore contributo all'ipotesi di una relazerra disfunzione del segnale insulinico e
insorgenza di AD, deriva da studi su modelli aninmarmalmente utilizzati per mimare la
patologia diabetica nellanimale di laboratorio. &eptozotocina (STZ) € un analogo del
glucosio metabolizzato dall’organismo in un compositotossico; STZ si e rilevato
particolarmente aggressivo nei confronti delle wdell3 pancreatiche, e pertanto viene
utilizzato per generare modelli sperimentali di bdie mellito. Iniezioni
intracerebroventricolari di STZ riducono in modmmico il metabolismo di glucosio nella
corteccia cerebrale e nell'ippocampo; l'effetto e@eto consiste in un decremento
dell’'utilizzo cerebrale di glucosio e del metabuois ossidativo (Duellet al, 1994), alterata
funzionalita del recettore insulinico (Hoyet al, 2000), e deficit di apprendimento (Hoyr
al.,, 1999).Gli animali che subiscono l'iniezione diI'ZS mostrano deficit progressivi e
irreversibili nelle capacita di apprendimento, \attéi mnesiche e disturbi comportamentali
(Lannert H, Hoyer S 1998).

Il principale fattore di rischio del diabete mailitdi tipo 2 nei soggetti obesi consiste
nell’accumulo di lipidi in tessuti non adiposi, ti il muscolo scheletrico. Peroxisome
proliferator-activated receptors PPARs sono fattbritrascrizione nucleari coinvolti nella
regolazione del metabolismo lipidico; la loro adiione stimola il signaling insulinico
risultando in una ridotta assunzione tissutale ididi PPAR« € un membro della
superfamiglia dei recettori degli ormoni steroidehe agiscono come fattori di trascrizione
ligando-inducibili, cinvolti nel metabolismo del uglosio e dei lipidi. Un possibile
meccanismo alla base del ridotto metabolismo etieoy@sservato in AD e l'insulino
resistenza secondaria ad un alterata espressioRRAIRS; un evidenza a sostegno di tale
deriva dall’ associazione tra AD e un polimorfismel’esone 5 del gene di PPAR{noto
come allele V). Successive indagini epidemiologibheno dimostrato un aumentato rischio

di AD nei portatori dell’allele V rispetto ai cowlti sani.

5.5.Potenziale terapeutico dell'insulina

Un inadeguato apporto di fattori trofici dovuto’atisenza o alla diminuzione dei livelli di
insulina o del suo segnale determina una deserssiitme dell’attivita del recettore
glutammatergico NMDA (N metil D aspartato), la fumzionalita & essenziale nell’instaurare

il meccanismo di
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long term potentiation (LTP) ritenuto responsakilei processi di apprendimento e di
acquisizione delle facolta mnesiche. Inoltre, |arefjolazione del segnale insulinico &
coinvolta nell'iperfosforilazione di tau mediata daSK-33, la cui inibizione risulta
inadeguata.

Secondo tali presupposti, ripristinando i livelliidsulina si potrebbe indurre la scomparsa
delle alterazioni comportamentali.

La somministrazione combinata di insulina e gluocagbpare necessaria per mantenere una
glicemia normale (euglicemia), evitando cosi i dasireffetti dell'ipoglicemia sulle funzioni
cognitive e mnesiche dei pazienti AD (Watson e Ci2004; de la Monte e Wands, 2005).
L’iniezione intracerebroventricolare di insulina ghora le performancecognitive, senza
alterare le concentrazioni ematiche si insulindueasio; tale approccio pone pero seri dubbi
sulla sua applicabilita nei pazienti AD (Watsonraf 2004).

Una via alternativa di somministrazione per l'insale quella intranasale, la quale mostra il
vantaggio di penetrare il SNC in pochi minuti at&eso il canale perivascolare trigeminale e
olfattorio, oppure attraverso il pathway tradizilendi trasporto assonale. Un’idea interessante
e stata l'utilizzo di cellule staminali per trasferl’espressione di insulina e IGF-1 nel tessuto
neuronale; i benefici derivanti da tale esperimex@mprendono una migliore sopravvivenza
dei neuroni e una riduzione dello stress ossidatiebSNC, ma essi devono far fronte ai
requisiti di sicurezza ed efficacia non ancoraatiesu tale tecnica.

Alternativamente, l'utilizzo di agenti sensibilizga I'azione insulinica (tiazolidinedioni,
ligandi di PPARS), usati comunemente nel trattameet!'iperinsulinemia nel diabete di tipo
2, si dimostra efficace nel ridurre la disponilildi insulina a livello cerebrale, senza alterare
la glicemia (van der Heidet al, 2006). Sfortunatamente, recenti trials clini@ncil
risiglitazone, un tiazolidinedione, causano pegmimenti nellaperformancecognitiva nei
pazienti AD (Risneret al, 2006; Watsoret al, 2005). Altri approcci in via sperimentale
consistono nella somministrazione di analoghi mionatell'insulina (demetilsterrichinone
B1, DAQBL1), che interagisce con IR senza interéecon IDE (Salitureet al, 2001); sebbene
poco praticabile, incrementare I'attivita di IDEanite terapia genica o infusione) potrebbe
rivelarsi un metodo terapeutico interessante. éfanche I'uso di inibitori di GSKfBrisulta
essere un’attrattiva stimolante; bisogna per0 clamare che interferire con [attivita
endogena di GSK{8potrebbe causare la perdita di attivita dei tafigailogici di tale chinasi
(de la Monte e Wands, 2005; Plwnhal, 2005).
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6. ESTROGENI E DECADIMENTO COGNITIVO

Gli ormoni steroidei esercitano profondi effettillsufunzioni del SNC, in particolare
sullumore, la memoria e le capacita cognitive. Queeffetti sono esercitati sia dai
glucocorticoidi (Landfieldet al, 1981) che da altri ormoni steroidei, come glimgeni e gli

estrogeni. (Woolley 1998).

Gli estrogeni sono ormoni sessuali di tipo sterojdeengono prodotti dalle gonadi sotto
stretto controllo dell'asse ipotalamo-iposi-gonédiPG; Fig. 6.1).
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FIGURA 6.1. L'asse ipotalamo-ipofisi-gonadi (HPG).

Tutti gli ormoni sessuali vengono prodotti a pariilal colesterolo (Klein e Berlin, 1996), che
viene convertito in progesterone prima ed inpleéstradiolo poivia aromatasi o %
diidrotestosteroneia 5-a-reduttasi (Ito Yet al, 1993). Durante I'invecchiamento si osserva

un declino dell’asse gonadotropo.

Una delle funzioni ipotalamiche é quella di sirdeéire neurormoni della classe &aleasing
Factor, tra cui il fattore di rilascio delle gonadotropifGonadotropin Releasing Hormore
GnRH), che esercita la sua azione a livello adeisigrio per la regolazione del rilascio delle
gonadrotopine ipofisarie, quali 'ormone luteininra (LH) e 'ormone follicolo stimolante

(FSH) che, attraverso il circolo sistemico, arrivaa livello delle gonadi, per regolare la
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steroidogenesi gonadica maschile e femminile. IRBrha una breve emivita, per cui sono
stati sintetizzati suoi analoghi maggiormente tesis al metabolismo enzimatico con emivita
superiore a 2 ore. Gli analoghi del GnRH presentar@selettivita recettoriale elevata, ma la
loro persistenza sul recettore, a causa della lamg@ita, determina undown regulation
recettoriale, con un profilo stimolatorio che detara inizialmente un picco di rilascio di LH

e FSH, seguito da una spiccata inibizione.

Gli analoghi del GhRH vengono somministrati peretge patologie caratterizzate da livelli di

estradiolo e testosterone alterati.

L’estradiolo, I'estrone e l'estriolo sono gli eggemi principali: I'estradiolo rappresenta il
maggiore estrogeno prodotto dalle ovaie, mentreomsted estriolo vengono per lo piu
prodotti in diversi tessuti periferici, come il &g e il tessuto adiposo, come metaboliti
dell’estrogeno o a partire da androgeni come tbstsrone. L’'estrone rappresenta la maggior

fonte di estrogeni in caso di mancata attivita marquindi in menopausa.

Gli estrogeni sono caratterizzati da una struttieaoidea a 18 atomi di carbonio, contenente
un anello fenolico, fondamentale per il legame &al affinitd con i recettori estrogenici, un
gruppo idrossilico sul carbonio 3 dell'anello feicoled un gruppo idrossilico sul carbonio 17
del quarto anello. Essi sono implicati nei procelisproliferazione cellulare, nell’apoptosi
(Wang, 2006), nel processo inflammatorio (Cal&tral, 2002), nel metabolismo tissutale e
sono stati classicamente associati con la funziegelatoria dei processi riproduttivi; in eta
prepuberale, infatti, inducono la crescita di tgttiorgani dell'apparato genitale femminile e
determinano la comparsa delle caratteristiche skran femminili (Drummond, 2006),
mentre in eta fertile sono responsabili delle mod#ioni endometriche (Drummond, 2006),
della regolazione del muco cervicale, della matilitbarica e della ritenzione idrosalina
(Thornet al, 1938; Korach, 1981). Inoltre, gli estrogeni detimano la chiusura delle epifisi

osse in eta puberale, determinando la fine dedlsotta ossea (Juul, 2001).

Questi ormoni risultano importanti durante tuttocdrso della vita, poiché esercitano un
effetto positivo sul mantenimento della massa qsse@dendone il riassorbimento
(Weitzmann e Pacifici, 2006), influiscono sul metidmo proteico e sul metabolismo
lipidico, diminuendo i livelli di colesterolo LDLdeaumentando quello di HDL, e stimolando

la sintesi proteica (Smitét al, 2004).

E' stata da tempo riconosciuta un’attivita degtrageni a livello cerebrale, sia ipotalamica
che extraipotalamica; a quest’ultima vengono aittédbimportanti funzioni regolatorie sul

sistema cognitivo e comportamentale (Fig. 6.2).
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Effects of Estrogen
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FIGURA 6.2. Effetti esercitati dagli estrogeni sull’'organismmano.

Gli estrogeni a livello cerebrale esercitano azdiniipo neurotrofico: nei neuroni responsivi
promuovono l'estensione assonale (Brinairal, 1997), il processo diprouting neuronale

(neoformazione di sinapsi) e promuovono la plastisinaptica (Fogt al., 2000).

Diversi studi hanno dimostrato che gli estrogeninrtta un ruolo rilevante nella
neuroprotezione riducendo la morte neuronale mediat meccanismi apoptotici (Garcia-
Seguraet al, 1998). Questi ormoni proteggono le cellule demali stressogeni quali
I'eccitotossicita prodotta dal glutammato (Goodnedral, 1996; Zaulyanowet al, 1999), la
tossicita indotta da radicali liberi e specie rigattlell’ossigeno (Goodmaet al, 1996; Green
et al, 2000) e molti altri. Nell’AD proteggono dallassicita indotta dalla A (Bhel et al,
1995; Greeret al, 2000) e sono in grado di ridurne la formazioReténceskat al, 2000;
Fig. 6.3).
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FIGURA 6.3. Gli estrogeni interferiscono con il processo dilaidogenesi nella
malattia di Alzheimer.Christian Behl. Nature Reviews Neuroscience 2002; 3
433-442

Inoltre, hanno un effetto neuroprotettivo in cas@ésdhemia cerebrale acuta, dato riscontrato
in molti modelli animali sperimentali (Alkayeet al, 1998; Fukudaet al, 2000; Heet al,
2002) per diverse specie (Goodnwral, 1996; Fig. 6.4).

101



Introduzione

a Inwitro

Glutamate +17B-Ceastradiol

Pl

b In vivo Global ischaemia
+17p-ocestradiol

e ——y - o e
i T r_- e
%

(&%

CA3

Dentate
gyrus

A
i T L
St

Straturm
oriens

Pyrasmidal
ceall layer

Straturm
radiatum

FIGURA 6.4. (a) In vitro, il glutammato induce apoptosi in cellule ippocathpi T22.
Microscopia a contrasto di fase (PC) e colorazideeDNA con ioduro di propidio
(PI) evidenziano le cellule morte dopo esposizianeglutammato. L'accumulo
intracellulare di perossidi dopo lisi cellulare merilevato tramite colorazione con
diclorofluoresceina (DCF); (b)n vivo, il pretrattamento con estadiolo previene la
perdita neuronale indotta da ischemia globale rbitliemaschi.

L’azione neuroprotettiva degli estrogeni & statambsciuta non solo nella donna, ma anche
nelluomo (Hawket al, 1998; Toungpt al, 1998)

E noto che la riduzione dei livelli di estrogeni @&drogeni pud essere considerata un fattore
di rischio per la compromissione cognitiva e lolgwo di AD. Gli estrogeni, infatti,
esercitano un effetto protettivo, modulando laesnted il rilascio di neurotrasmettitori e
neuropeptidi, stimolando la crescita dendritica, clennessioni sinaptiche e la plasticita
neuronale (Grabowska 2003; Norbutyal, 2004). Le conseguenze della carenza estrogenica
a livello del SNC si evidenziano in epoca postmenggle, poiché lo stato di ipogonadismo
ipergonadotropo provoca un'alterazione dell'equdikesistente tra i sistemi neuroendocrini
posti a controllo di numerosi centri dell'ipotalamdel sistema limbico
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6.1 Estradiolo

Il 17-p-estradiolo € il principale estrogeno prodotto eallvaie durante il ciclo ovarico, in
particolare, dalle cellule della teca della grasalodell’ovaio, per demetilazione ed
aromatizzazione del testosterone. L’estradiolo iovag prodotto anche dall’estrone; in ridotte
quantita esso e prodotto anche dalla placentaa daliteccia surrenale e dalla conversione
periferica del testosterone. Questo spiega percioheanella donna in menopausa sono

rilevabili quantita di estrogeni circolanti; inadtr nell'uomo €& prodotto anche in ridotte
quantita dal testicolo e dalla conversione pectedi androgeni.

L’estradiolo € uno steroide a 18 atomi di carbgi@gs) sintetizzato, principalmente, durante
il periodo riproduttivo a partire dal colesterologntre a livello epatico viene convertito in

estrone. Nelle donne in post menopausa e nell’'uvadodto la sua sintesi € minima.

Per la maggior parte I'estradiolo circolante e tegala proteina vettriceex hormone binding
globulin SHBG (Gershageet al,1989), i cui livelli sierici sono inversamenteriaati con le
concentrazioni dp amiloide 40 (Gilletet al, 2003), mentre solo una ridotta quota € libera.
L’estradiolo viene metabolizzato per mezzo dellaiggazione prima e della glucoronazione

poi, e viene eliminato attraverso la bile e le arin

La valutazione dei livelli plasmatici di estradi@tiraverso un semplice dosaggio rappresenta
un indice di funzionalita dell’ovaio e dell'assetplamo-ipofisi-gonadi: ridotti livelli possono
presentarsi in caso di ipogonadismo o ermafroddismmentre elevati livelli possono

dipendere da stadi di gravidanza o da di tumorriovastradiolo-secernenti.

E possibile rilevare a livello cerebrale estradigjoazie alla conversione del testosterone in

estradiolo catalizzata dalla aromatasi (Garcia-Segfual, 2003).

Esso, dunque, ricopre il ruolo di modulatore di artpnti processi fisiologici non solo a
livello dell’apparato riproduttivo, ma anche ingas non riproduttivi, quali I'0osso, il sistema
nervoso centrale ed il sistema cardiovascolareadieni biologiche degli estrogeni sono per
la maggior parte mediate dall’attivazione di specifecettori intracellulari (Mendelsohn e
Karas, 1999).

7. RECETTORE DEGLI ESTROGENI (ER)

| recettori degli estrogeni (ER) appartengono all@erfamiglia dei recettori nucleari, che
agiscono da fattori di trascrizione attivati daahgli. Il recettore per gli estrogeni (ER) e di
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tipo intracellulare con localizzazione citoplasroatie, quando attivo, promuove la
trascrizione genica, legandosi al DNA a livelloedementi responsivi del filamento. Sono
state identificate due isoforme di ER, prodottegmicing alternativo: ERx ed ERB.
Analogamente ad altri recettori nucleari, i genke ctodificano per E® ed ER sono
organizzati in regioni funzionali indipendenti, rwagpaci di interagire tra di loro.

| geni che codificano per le due isoforme si travasu cromosomi diversi. BER e stato
clonato nel 1986 da un gene presente sul cromo$amaano (Green et al., 1986); nel 1996 e
stato poi identificato ER sul cromosoma 14 (Kuiper et al., 1996). Di entramiecettori
esistono diverse varianti dsplicing Le due isoforme presentano elevata omologia di
sequenza (96%) nella zona che lega il DNA e nel diitinterazione con i ligandi (53%); in
particolare, i LBD di ER ed ER hanno una struttura terziaria molto simile. Ne#gione
amminaterminale i due recettori presentano maggiori dififee di sequenza (Mendelsohn e
Karas, 1999; Fig.7.1.).

180 302 533 595

"I-H-
Estrogen receptor B

FIGURA 7.1. Struttura dei recettoriz e g degli estrogeni nell'uomdAF-1 = trascriptionalactivation
Function1; DBD = DNA binding domainH = hinge region;HBD = hormone binding domainfAF-2 =
transcriptional-activation function-2l numeri sopra e sotto ogni recettore si riferisc@ numero di

nucleotidi e di amminoacidi, rispettivamerftea Mendelsohn e Karas, 1999).

I dominio ammineterminale comprende una zona responsabile dellas-ativazione
ligando-indipendente (TAF-1, transcriptional-activation functiorl), coinvolta nelle
interazioni proteina-proteina e nell’attivaziondlaérascrizione dei geni bersaglio.

Il dominio centrale dNA binding domaiDBD) contiene il sito responsabile del legame
con sequenze specifiche del DNA, giitrogen responsive eleme(ERE); inoltre, in questa

regione sono presenti due struttzencfinger, che hanno un ruolo importante nella
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dimerizzazione del recettore e nel legame con iAD&lil sito che consente il passaggio dalla
conformazione inattiva a quella attivar{ge regioi.

Il dominio carbossterminale forma il sito di legame per il3-@stradiolo ed altri composti ad
azione estrogenicdigand binding domainLBD); questa regione contiene anche una zona di
transattivazione ligando-dipendente (TAF{Eanscriptional-activation function)2 Questo
dominio & coinvolto nei processi di dimerizzazioimggrazione con Ideat shock proteins
traslocazione nucleare e modulazione della trascéz di geni bersaglio, mediante |l
reclutamento di coattivatori e corepressori. Irglin questo dominio € presente una regione
responsabile della diverse risposte dei recetteglidestrogeni al 1PB-estradiolo ed ai
modulatori selettivi dei recettori degli estrogedSERM); questa regione assume
conformazioni distinte a seconda del ligando e jpéteria distinzione tra composti agonisti ed
antagonisti (Nilsson et al.,, 2001) . | SERM comadainoxifene e il raloxifene, vengono
utilizzati come terapia antitumorale; la loro effita € dovuta all’attivitd antiestrogenica.
Diversi tipi cellulari e diversi promotori mostrardifferenti risposte a questi modulatori

specifici (Shang e Brown, 2002).

L’interazione con un ligando induce cambiamentifoamazionali nel recettore e porta, dopo
un serie di eventi, a variazioni della velocitatrdiscrizione dei geni regolati dagli estrogeni.
Questi eventi comprendono la dimerizzazione deéttere, l'interazione con il DNA, il
reclutamento di cofattori, fino alla formazione dmmplesso di inizio della trascrizione
(Nilsson et al., 2001).

Con metodica RT-PCR ER- stato localizzato nel tessuto polmonare, ndttegel tessuto
osseo, nei vasi del sistema cardiovascolare, afioturogenitale e a livello del sistema
nervoso centrale, mentre BRe stato localizzato nel tessuto polmonare, nsltesosseo, nei
vasi del sistema cardiovascolare, nel tratto ged@stinale, nel tratto urog e enitale e nei

tessuti del sistema nervoso centrale.

Entrambe le isoforme giocano un ruolo importantiiargenesi dei tumori e nella loro risposta
al trattamento con estrogeni. Sono stati analizeati’espressione delle due isoforme di ER
con metodica RT-PCR 70 adenomi ipofisari, che nawsimo diversi fenotipi. | tumori
mostravano un’espressione di BRmolto piu frequente rispetto all'espressione di-&&R
(Shupniket al, 1998). Inoltre, ER3 & stato trovato in tumori che esprimono anche aeno
della crescita (GH), mentre non si e trovato iletémre di tipoa. Nella maggior parte dei casi
I'espressione delle due isoforme del recettoreosrappone nei tumori, anchr se in alcune

circostanze e espressa solo una delle due isofg8meoniket al., 1998).
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ER-a ed ERpB sono stati localizzati con studi di immunocitochiena livello dei tessuti
riproduttivi. A livello delle ovaie ER3 si trova nei nuclei delle cellule della granulates
follicoli in via di accrescimento, nelle cellule tamstiziali e nelle cellule dell’epitelio
germinale. La marcatura nucleare di ERt osserva a livello tecale, nelle cellule interati

e nelle cellule dell’'epitelio germinale. Nell'uter@ stata riscontrata un’abbondante
localizzazione di ERx nei nuclei delle cellule epiteliali, stromali e swolari. Una simile
localizzazione € stata osservata per [ERebbene la marcatura mostrava una piu debole
intensita. Entrambi i sottotipi recettoriali son@atstrovati nelle cellule stromali ed epiteliali
delle ghiandole mammarie; nei testicoli BRe presente nei nuclei delle cellule del Sertoli e
di Leydig, mentre ERrsolo nelle cellule di Leydig; nella prostata egaete solo ER-nelle
cellule basali e secretorie, negli alveoli e nedlule basali e stromali (Pelletier e EI-Alfy,
2000). C’e una specifica localizzazione dei sqtiati ER nella maggior parte degli organi

riproduttivi studiati.

7.1 Meccanismi d’azione deqgli estrogeni

7.1.1. Meccanismo classico

Nello stato di riposo, il recettore, in equilibtti@ citoplasma e nucleo, € legato a proteine che
lo mantengono in uno stato inattivo e ne mascheitasitm di legame con il DNAHeat shock
proteins o hsp). L'interazione deligand binding domaincon un agonista induce un
cambiamento conformazionale del recettore che pal@a dissociazione dalle proteine
inibitorie hsp e all’esposizione dei siti di dinezazione e di legame con il DNA. Gli
omodimeri e gli eterodimeri traslocano nel nuclétvagerso un meccanismo non ancora
completamente chiarito, ma che coinvolge I'intevazi diretta con la caveolina-1. Una volta
nel nucleo, i dimeri si legano agli ERE localizzatlla regione dei promotori di geni
bersaglio e modulano la trascrizione con il contigbdi coattiva tori e corepressori, che
vengono reclutati in modo diverso dalle due isofrmecettoriali. Questa regolazione
dell’'espressione genica € caratteristica dei regettucleari e rappresenta il meccanismo
d’azione classico degli estrogeni (Gruber et &102 Bolego et al., 2006).

In aggiunta a questa, sono note anche altre madhldttivazione dei recettori degli estrogeni
(Gruber et al., 2002; Bolego et al., 2006).
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7.1.2. Meccanismo ERE-indipendente

La modulazione dell’espressione genica pu0 avveaitehe in modo ERE-indipendente,
attraverso l'interazione con altri fattori di trageone che regolano geni privi di ERE nella
zona dei propri promotori. Per esempio, siacE¢he ER possono legare il fattore di
trascrizione nucleare AP-ladtivating protein—), attivando la trascrizione dei suoi geni
bersaglio (Peach et al., 1997). Inoltre, cER in grado di bloccare I'espressione di
interleuchina-6 (IL-6), legando il fattore di tragtone NFkB ed impedendone l'interazione

con iresponsive elemenssil gene di IL-6 (Galien e Garcia, 1997).

7.1.3. Meccanismo ligando-indipendente

La regolazione della trascrizione mediata dai tededlegli estrogeni non e limitata alla sola
interazione con ligandi specifici. Per esempio, sjueecettori possono venire attivati in
seguito alla fosforilazione da parte di proteinnetsi, in risposta all’attivazione dei recettori di
fattori di crescita. L'esistenza di tatzoss-talke stata dimostrata nel caso dell’attivazione
ligandol3 indipendente dei recettori degli estrogda parte dell'insulina, dellEGF
(epidermal growth factgre del TGFa (transforming growth facten) (IgnarTrowbridge et
al., 1993).

7.1.4. Meccanismo non genomico

Gli estrogeni hanno anche effetti che non possasere attribuiti alla modulazione della
trascrizione genica a causa della loro rapida gewa. Infatti, questi effetti non genomici si
verificano nel giro di secondi o minuti dall'esposne all’estradiolo e sono mediati
dall’'attivazione di diversi sistemi di

trasduzione del segnale, quali la via delle proghmasi PKA, PKB, PKC, delle MAPK
(miogeno-activated protein kingse della PI3K phosphatidylinositol 3-OH kinageinoltre,

in seguito all'attivazione di ER vengono prodotticendi messaggeri, quali Ca2+, CAMP e
cGMP (Losel et al., 2003). ERsi lega in modo ligando dipendente alla suburtolatoria
del fosfatidilinositolo-3-idrossi chinasi (PI3K). aL stimolazione con estrogeni aumenta
I'attivita di PI3K ER-« associata con successiva attivazione di una peotgiinasi (B/AKT) e
dell'ossido nitrico sintasi endoteliale (eNOS) (8moini et al, 2000). Topi trattati con
estrogeni mostrano un aumento dell’attivita di eN®Suna diminuzione dell’accumulo
vascolare di leucociti dopo danno da ischemia erfigione. Questo effetto vascolo-

protettivo degli estrogeni viene abolito in presemniz inibitori di PI3K e del’eNOS. Queste

107



Introduzione

affermazioni definiscono un importante via di sdgn@ne fisiologica non nucleare di &ER-
che si attua attraverso la diretta interazione RioEcon PI3K (Simoncinet al, 2000, Fig.
7.1.4.1).

Estrogen or SEAMs
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FIGURA 7.1.4.1. Meccanismi d’azione degli estrogeni. Nel pathwkassico (i),
gli estrogeni o modulatori selettivi del recettategli estrogeni (SERMs) legano
ER, che migra nel nucleo, dove attiva la trascnigia@i geni specifici legando
EREs (estrogen responsive elements) e reclutandideipe coregolatorie
(CoRegs); effetti rapidi 0 non genomici degli egini (ii) sono mediati da ER
posizionato in prossimita della membrana plasmajieaie a proteine adattatrici
(Adaptor), che attivano cascate di trasduzione s#gjnale mediate da protein
chinasi; anche proteine di membrana che legan@®gliogeni (EBPs) possono
attivare questa cascata di trasduzione del se@iiple

L’attivazione di meccanismi non genomici puo infilzare anche I'espressione genica; cio
implica che le azioni nucleari e quelle non nudldagli estrogeni siano integrate (Pedram et
al., 2002). Gli effetti non genomici degli estrogesono molteplici, ma hanno alcune
caratteristiche comuni: sono troppo rapidi per essempatibili con la sintesi di mRNA e
proteine, non vengono bloccati da inibitori dellastrizione o della sintesi proteica e sono
indotti anche da molecole che non attraversano éalmana cellulare, quali I'estradiolo
complessato con albumina (Simoncini et al., 20QRjesti effetti sembrano essere mediati da
recettori degli estrogeni localizzati sulla memlaraellulare. Sebbene non siano ancora stati

clonati, i recettori in grado di mediare gli effathpidi degli estrogeni potrebbero essere: (a)
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gli stessi recettori nucleari che traslocano soiembrana (Razandi et al., 2004); (b) forme
troncate del recettore ERche localizzano di preferenza sulla membrana t(lail.e 2003); (c)
recettori per neurotrasmettitori o ormoni peptidwodulati allostericamente dagli estrogeni
(Grattan et al., 1996); (d) nuovi componenti ddianiglia dei recettori degli estrogeni
(Edwards, 2005). In particolare, e stato recentéenelescritto un recettore accoppiato a
proteina G, GPCR30, in grado non solo di legare eglirogeni ma anche di attivare
rapidamente la via della PI3K (Revankar et al.,30@li estrogeni hanno una funzione
neuroprotettiva che € dovuta ad una via di trasshezdel segnale che coinvolge l'attivazione
delle MAP chinasi, della fosfoinositolo-3-fosfathigasi e della proteina chinasi C. Gli effetti
degli estrogeni sono mediati dal loro legame camcettore ER (Goodenoug al, 2005);
guesto legame induce la trascrizione genica ed plidato nella promozione della
sopravvivenza neuronale (Wisst al, 2001). Inoltre, gli estrogeni possono fungere da
scavengerslei radicali liberi e in questo modo prevengonmlarte neuronale proteggendo i
neuroni da vari insulti ossidativi. Il ligando diRE il 17§-estradiolo, in concentrazioni
fisiologiche esercita un effetto protettivo nellat@ogie neurodegenerative come I'AD
(Dhandapani e Brann, 2002). | soggetti AD presemtavelli di ER-0 e ER$ minori rispetto

a pazienti non AD di eta comparabile. La ridottasig& di ER nei pazienti AD indicherebbe
un potenziale ruolo degli estrogeni nella regolagiaella secrezione della proteing Ael
fluido cerebrospinale e potrebbe influenzare I'acalo di A3 nel parenchima cerebrale
(Hong-Gokeaet al, 2004).

Topi maschiknock outper ERe/p sono animali sterili, ma possiedono una struthgamale

di tutto I'apparato riproduttivo, hanno degli spatoroi epididimali con motilita e numerosita
significativamente ridotte. Le femminknock outmostrano delle differenze strutturali a
livello della cervice dell’'utero e della parte stipee della vagina e queste strutture sono
severamente ipoplastiche negli animali adulti. &@fine doppi&nock outsia per ERx che

B hanno a livello delle ovaie delle strutture cheordano i tubuli seminiferi dei testicoli;
all'interno del lume di questi simil-tubuli si tramo delle cellule della granulosa degenerate
che ricordano le cellule di Sertoli dei testicdliouseet al, 1999). Maschi e femminenock
out mostrano iperplasia e ipertrofia degli adipoaigsistenza insulinica e intolleranza al
glucosio. La trasduzione del segnale mediato dagfiiogeni ha un ruolo importante nel
tessuto adiposo in entrambi i sessi; I'obesita idagimali knock out e dovuta ad una
riduzione del dispendio energetico piuttosto chaaumento dell’introito energetico (Heine
et al, 2000).
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Un trattamento con gonadotropina corionica (C&Qaeasignificativamente i livelli di mRNA
di ERu (45%) e di ER3 (40%), cosi come un trattamento con ormone riexei le
gonadotropine (GnRH). CG e GnRH, quindi, inducdiosnregolazione di ERx e di ERf
attraverso l'attivazione della via di trasduzionellal PKA e della PKC, rispettivamente
(Chianget al, 2000).

Il cadmio € un potente stimolatore di ER indipertdetell’estradiolo (Garcia-Moralest al,
1994), il cadmio a dosi ridotte blocca il legamell'dstradiolo al’lER in modo non
competitivo; questa affermazione suggerisce cheetahlin pesanti interferiscono con |l
dominio di legame all'ormone del recettore (Staétal, 2000). Il gene umano che codifica
per ER € piu lungo di 140 kb, contiene 8 esoni pdsizione dei suoi introni risulta essere
molto conservata (Ponglikitmongket al., 1988).

7.2 Fonti e sintesi degli estrogeni

| composti estrogenici a cui le donne possono essgroste sono svariati e derivano da fonti
sia endogene che esogene. Prima della menopausatdgrincipale di estrogeni endogeni e
rappresentata dal I¥estradiolo prodotto dall’ovaio. La sintesi di @sliolo avviene grazie
alle cellule della teca, che producono e secerrammdrogeni a partire dal colesterolo; |l
testosterone cosi formato diffonde poi nelle celldélla granulosa, dove viene convertito in
17$-estradiolo tramite I'enzima aromatasi (Hillieradt, 1994). L’aromatasi e presente anche
in altri tessuti, quali la muscolatura, il tessw@diposo, i testicoli, la placenta, il tessuto
nervoso e I'endotelio vascolare; ciascuno di quiesstsuti € quindi in grado di sintetizzare
estrogeni a livello locale. Una volta sintetizzdtestradiolo viene secreto dalle cellule della
granulosa nella circolazione sistemica, dove legamiodo reversibile un@ex hormone
binding globulin (SHBG; Gershagen et al, 1989), i cui livelli sierepno inversamente
correlati con le concentrazioni di A-40 (Gillet ak, 2003) o I'albumina, che hanno la
funzione di veicolare questo ormone lipofilo neh@ae; solo una minima parte e libera, a
causa della sua elevata lipofilia. L'estrogeno ribeliffonde nei tessuti bersaglio, dove
esercita i suoi effetti genomici e non genomiciedtradiolo viene poi ulteriormente
trasformato nei composti meno attivi estrone eiasetr prodotti principalmente a livello
epatico. Il catabolismo enzimatico porta alla foriae di coniugati solfatati o glucoronidati,
idrossiestrogeni e metossiestrogeni, escreti cobiléao le urine (Gruber et al., 2002). Il
controllo della sintesi degli estrogeni duranted’'dertile &€ esercitato dall’'asse ipotalamo

ipofisi attraverso la secrezione ciclica di gonaojpine; in particolare, 'ormone follicolo

110



Introduzione

stimolante regola I'espressione degli enzimi coltiveella steroidogenesi insieme ad altri
fattori paracrini.

La valutazione dei livelli plasmatici di estradi@tiraverso un semplice dosaggio rappresenta
un indice di funzionalita dell'ovaio e dell’asseotplamo-ipofisi-gonadi. Ridotti livelli
possono presentarsi in caso di ipogonadismo o eodiaémo, mentre elevati livelli possono
dipendere da stadi di gravidanza o in caso di tuonarici estradiolo-secernenti. Durante |l
ciclo mestruale, le concentrazioni plasmatichestliagliolo variano nella donna da 0.36 a 2.8
nM; i livelli di ormone raggiungono un picco durana fase preovulatoria, mentre sono piu
bassi nella fase premestruale. Durante la gravalanaelli ematici di estradiolo arrivano a
70 nM, a causa della produzione placentare, e @nesalteriormente in prossimita del parto.
Nelle donne in posinenopausa, venendo a mancare la funzionalita evdiestradiolo viene
principalmente prodotto dalla conversione di androgel tessuto adiposo; la concentrazione
plasmatica di estradiolo scende fino a 0.21 nMellivequivalenti a quelli dei maschi
(Chambliss et al., 2002).

Oltre a quelle endogene, esistono importanti festigene di molecole ad attivita estrogenica,
quali i contraccettivi, la terapia ormonale sositai nelle donne in postmenopausa e i
fitoestrogeni presenti nei cibi e nelle bevandeinQul'organismo pud essere esposto a
diversi tipi e diverse concentrazioni di estrogarseconda del sesso, dell’eta, della dieta e

delle terapie in corso.

7.3 Ruoli fisiologici degli estrogeni

In generale, gli estrogeni sono sempre stati cenaidormoni riproduttivi esclusivamente
femminili; in realta possono esercitare un ampiettsp di azioni biologiche in diversi tipi di
tessuti anche negli uomini. Infatti, oltre agliedff sulla crescita e sullo sviluppo dell’apparato
riproduttivo femminile, gli estrogeni sono in gradbinfluenzare il tessuto osseo, il sistema
immunitario, il sistema nervoso centrale e il sisdecardiovascolare (Barkhem et al., 2004).
La diversa distribuzione tissutale delle due ismi@rrecettoriali suggerisce che &R ER3
mediano funzioni biologiche distinte. Per esempitRa € l'isoforma piu abbondante
nell'ovaio, nella prostata, nella vescica, nel pat®, nel colon, nello stomaco, nel sistema
nervoso centrale e nell'apparato cardiovascolareltre, all’interno di uno stesso tessuto,
I'espressione di un sottotipo recettoriale puo es$ienitata ad uno specifico tipo cellulare;
per esempio, I'ovaio esprime entrambe le isoforma, ER: &€ presente nelle cellule della

teca, mentre ERe localizzato sulle cellule della granulosa (Barkhet al., 2004).
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7.3.1. Apparato riproduttivo maschile e femminile

Gli estrogeni sono di fondamentale importanza aearéscita, la differenziazione, lo sviluppo
e la funzione dell'apparato riproduttivo femminilefatti, i principali bersagli dell'azione
degli estrogeni sono il tessuto mammario e I'apjeariaroduttivo femminile.

ERo ed ER sono entrambi espressi nelle ghiandole mammaiesaoto ER sembra essere
essenziale per lo sviluppo delle ghiandole stessdire, la sovraespressione di ER
implicata nel 70% dei casi di cancro della mammg@Bastafsson, 2003). ERed ERS sono
espressi anche nell’'utero, nell’ovaio, nei testieohella prostata. La delezione del gene che
codifica per ER nei topi porta all’infertilita sia maschile chereninile, mentre la mancanza
di ERB causa difetti riproduttivi solo nelle femmine. Ne&pi maschi privi di ER si
osservano, invece, iperplasia della prostata eadskscica, tessuti che esprimono

principalmente questo recettore (Gustafsson, 2003).

7.3.2. Tessuto 0Sseo

A livello dello scheletro, gli estrogeni riduconbriassorbimento osseo, inibendo I'attivita
degli osteoclasti. La carenza di estrogeni chastaura dopo la menopausa o la mancanza di
ERo causano osteoporosi; la terapia estrogenica sidgtite pero in grado di ridurre il

riassorbimento del tessuto osseo nelle donne inmesopausa (Gruber et al., 2002).

7.3.3. Sistema nervoso centrale

Gli estrogeni influenzano molteplici funzioni destema nervoso centrale (SNC), tra cui le
funzioni di apprendimento, la memoria, la termofagmne e le funzioni riproduttive,
attraverso il controllo dell’asse ipotalamipofisarico, cha a sua volta € responsabile della
regolazione della produzione e secrezione di eshioda parte delle gonadi. L'instaurarsi
della menopausa, con il conseguente calo deglogesti circolanti, e collegato ad un
aumentato rischio di patologie neurodegenerativemec I'Alzheimer; rimane dubbia
I'efficacia della terapia estrogenica sostitutied proteggere da queste patologie.
Sicuramente ER espresso nelle aree del cervello coinvolte necgssi di apprendimento e
di memoria, ha un ruolo importante nella modulagidntali funzioni (Shughrue et al., 1997).
E noto anche che lestradiolo, mediante I'attivagiodi ERi, esercita attivita anti-
infiammatoria e neuroprotettiva (Vegeto et al., £08uzuki et al., 2007). E possibile rilevare
a livello cerebrale estradiolo, grazie alla conimre del testosterone in estradiolo catalizzata

dalla aromatasi (Garcia-Seguiaal, 2003).
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Gli estrogeni a livello del lobo temporomedialdlaecorteccia esercitano un’azione nei
processi coinvolti nella memoria episodica in matare nella regione CAl dell'ippocampo,
area preferenzialmente coivolta nei processi nagederativi della AD (Hymaret al,
1984); l'estradiolo induce insieme al progesterdimcremento del numero delle spine
dendritiche dei neuroni piramidali (Woolley e McEwel1993). Nella regione CAl
I'estradiolo promuove il fenomeno di LTRAg term potentiation(Foy et al, 2000), mentre
e stato dimostrato come in modelli animali di etareata sopprimono il processo di LTD

(long term depressign
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8._LA MENOPAUSA

Secondo I'Organizzazione Mondiale della Sanita (MSnenopausa € un evento fisiologico
attraverso il quale passano tutte le donne e aeegde il cessare dell’attivita ovarica con una
conseguente perdita della fertilitda. E' un procedisamico che compare attorno ai 50 anni
con un intervallo di normalita tra i 45 e i 58 anNion prevede un brusco passaggio, ma
coinvolge un ampio lasso di tempo attraverso illgsaha una sempre maggiore irregolarita
del ciclo mestruale, dei fenomeni di improvviso elento calore corporeo (flushing o
vampate di calore), insonnia e molti altri sintodei casi in cui si manifesti tra i 40 e i 45
anni si parla di menopausa prematura, mentre fgeswa dopo i 53 anni caratterizza invece
la menopausa tardiva. E' un evento discreto chersilude con la permanente cessazione del
ciclo mestruale per la perdita di funzione deiitalli ovarici (North American Menopause
Society, 2002).

La menopausa puo verificarsi come evento fisiologicnaturale, ma ci sono cause che ne
determinano la sua comparsa improvvisa, detta nersap indotta, come interventi di
rimozione di entrambe le ovaie (con 0 senza istengéi@) 0 la soppressione iatrogena della
funzione ovarica (terapia chemioterapica o radi@zid' stato riconosciuto che il fumo puo
far anticipare l'evento anche di tre anni. L'unicelemento per determinare
approssimativamente quando si presentera la mesapalieta alla quale si € presentata per
la madre, in quanto si tratta di un “traguardo’edetinato geneticamente.

Nel termine menopausa occorre includere tre fasaliga transizione menopausale, che
comincia con la comparsa dei primi disordini mediraome il tempo che intercorre tra una
ovulazione e l'altra (Soulest al, 2001), la perimenopausa, che comprende il period
immediatamente prima della menopausa fino ai pdadici mesi dalla scomparsa del ciclo
mestruale (Soulest al, 2001) e, infine, la postmenopausa, che si siteria tutto il periodo
che segue l'ultima mestruazione, indipendentemelatetipo di menopausa spontanea o
indotta (Henderson 2000). Il termine premenopausasao in modo improprio quando
riferito al periodo di 1 o 2 anni che precede Il mestruazione mentre mentre dovrebbe
essere utilizzato riferendosi a tutto il perioddaeita riproduttiva che precede la menopausa
(OMS).

Con la menopausa i livelli di estradiolo e di prstgeone risultano alterati in quanto vengono
prodotti sempre meno dalle ovaie. Non esistono rdarkers specifici di menopausa;
sicuramente i livelli di FH risultano aumentati (B®s et al, 2001). L’ingresso nella
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menopausa viene identificato da un’analisi retrtis@e dopo 12 mesi consecutivi di

amenorrea la produzione di estrogeni vede il sutirde(Trevouxet al, 1986).

Con la menopausa si ha una tendenza ad aumentaesal{avviene nel 69% dei casi); questo
e un meccanismo fisiologico considerabile, in pastene una protezione naturale in quanto il

grasso corporeo consente all’organismo di trateepar a lungo gli estrogeni.

Nel periodo menopausale & possibile trovare dalletegridotte di estrogeni circolanti, in
maggioranza estrone, per la conversione dei preguandrogenici prodotti dallo stroma

ovarico o dalla corteccia surrenale o da altriuggeeriferici.

Nel periodo perimenopausale, in alcuni casi, landoriporta episodi di diminuzione delle
capacita cognitive e in uno studio in donne inpenopausa oltre il 60% riportawgeficit
nelle capacita mnemoniche (Mitchetlal, 2001).

8.1.Aspetti neurologici della menopausa

Lo sbhilanciamento ormonale che si verifica nellanmi in menopausa risulta altamente
associato con la comparsa e 'aumento di incidelnzaalattie di tipo neurologico. La donna
passa approssimativamente il 40% della sua vitana fase postmenopausale, periodo nel
guale lo stato di ipogonadismo e ipergonadiotroggmmvoca un'alterazione dell'equilibrio
esistente tra i sistemi neuroendocrini posti ar@diotdi numerosi centri dell'ipotalamo e del
sistema limbico, ma l'aumento di incidenza di pagj¢ associate con la menopausa Si

verifica durante quel periodo critico di transizzomenopausale (Henderson 2006).

Il progressivo cessare della produzione di estrogkn parte delle gonadi durante la
transizione menopausale fino all'atrofia in perimeausa (Burgeet al,1999) si riflette a
livello centrale con una serie di possibili disoidthe caratterizzano la donna nella seconda
meta della vita e nell’anzianita come la progressierdita di memoria ed il declino di grado
lieve delle capacita cognitive (Mitchedt al, 2001). Laperformancedi memoria tende a
diminuire con l'eta, una diminuzione eta correlada considerata normale, tuttavia
un’eccessiva perdita viene considerata nell'anziamdindicazione preclinica di AD
(Schonknechet al, 2005).

Uno studio ha riportato come vi siano alteraziogli 0% dei casi nelle capacita di memoria
nella seconda meta della vita della donna (Wasds., 2001); in particolare nella donna in
perimenopausa (Xat al, 2005). Una serie di sintomi possono essere agdglla perdita di

memoria, come bassa capacita di concentrazionf¢oltih nel ricordare dei nomi noti,
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dimenticanze di appuntamenti o eventi (Woods 20@ilyimenticanza di appuntamenti ed

impegni appare essere correlata con alcune reigipocampali e temporomediali.

9. TERAPIA ORMONALE SOSTITUTIVA (HRT)

Le azioni svolte dagli estrogeni su tutto l'organes femminile rendono ragione
dell'orientamento terapeutico assunto nei confrdetia prevenzione e cura dei disturbi della

menopausa con l'uso degli estrogeni esogeni.

Con il termineHormone Replacement TheraffRT) viene identificata genericamente la
somministrazione di estrogeni soli 0 in associazioai progestinici in donne in
postmenopausa al fine di compensare la carenzagesica conseguente alla cessata
produzione ovarica. L'associazione del progestigigpustificata solo nelle pazienti con utero
per la protezione endometriale; le pazienti cheiragso solo estrogeni sono quelle che non
presentano l'utero e si parla di Estrogen Replacerberapy (ERT). Recentemente negli
U.S.A. la North American Menopause Society (NAM®) groposto di non parlare di HRT
ma di HT (Hormone Therapy) considerandolo un teempit appropriato. Nel 2005 il
Women’s Health Iniziative (WHI) ha proposto il tesme Menopausal Hormone Therapy
(MHT).

Nella donna in menopausa si presenta una forteidda dei livelli di estrogeni sierici; le
donne che si trovano nel periodo peri e post mamsgia sono esposte ad un aumento del
rischio ad una serie di patologie associate corellil di estrogeni come il cancro, ktrocke

ed altre patologie cardiache (Wenger 1998), ostespoGradyet al, 1992) e forme
dementigene (Wiset al, 2001). Elevati livelli di estrogeni aumentanmdidenza di alcune
forme di cancro, come quello ovarico (Weiss 1982pammario Collaborative Group on
Hormonal Factors in Breast Canc&®97), mentre nelle demenze sono neuroprotetsoin®

associati con una diminuzione della loro incidefikawvaset al, 1998).

Comunque, per essere il piu preventivo possiblileattamento sostitutivo dovrebbe essere
intrapreso il piu precocemente possibile, sin daiquo della perimenopausa. Infatti, se la
HRT comincia dopo i 65 anni il rischio di demenadl& donne sane aumenta (Shumadter
al., 2003; Shumakest al,, 2004)

Lo sviluppo di sintomi psicologici nella donna inenopausa € associato con il marcato

declino di estrogeni (Hogervordt al, 2000), e nelle donne non dementi la HRT ha
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dimostrato di convertire deficit cognitivi associati con i ridotti livelli di estgeni (Sherwin
1999; Brintoret al.,2000).

| dati riguardanti la HRT risultano pero ancorapiena discussione soprattutto per quanto

riguarda il possibile miglioramento delle condizicngnitive.

La terapia ormonale sostitutiva nelle donne in npaonsa € in grado di ridurre il rischio di
AD dal momento che uno degli effetti degli estragemuello di eliminare I$A dal fluido
cerebrospinale (Hong Gole al,, 2004).

Il primo trial clinico é stato condotto dal WHMWomen’s Health Iniziatiyjee dal NHI
(National Institutes of Heal)h Si tratta di uno studio in larga scala iniziatel 1997 per
testare la validita della somministrazione di ERBt{ogeni coniugato) o HRT (progestini
sintetici) Oesign of the Women’ Health Initiative Clinical @riand Observational Study
1998). Nel corso degli anni osservazioni da paee WHI hanno riportato diversi dati
discordanti (Rossouw 1999; Rossoetval, 2002); per esempio, nel 1999 veniva riportato
che la HRT non era in grado di ridurre il rischiasthemia cardiaca; nel 2002 il trattamento
era stato interrotto per 'aumento di incidenzasttoke embolie periferiche, ed eventi di
embolie coronariche. In termini di benefici perd@ato cognitivo si era verificato un lieve

aumento di incidenza nelle forme di demenza inroomd con il guppo placebo.

Erano stati confermati i dati di miglioramento redteoporosi (Gradet al, 1992) ed una
modesta riduzione di cancro allendometrio e alonotetto (Calleet al, 1995, Herbert-

Croteau 1998, Grodsteet al 1999), ma un aumento nel cancro alla mammella.

| benefici risultavano minori. Per questo motivoskudio NHI fu interrotto nel 2002, dopo

oltre 5 anni.

Per giustificare i risultati discordanti sul rualeuro protettivo o tossico degli estrogeni é stata
ipotizzata la possibilita di un periodo critico (pelo finestra), in cui la somministrazione di
estrogeni puo offrire una protezione contro la ndagerazione (Resnick e Maki 2001); oltre
guesto periodo gli estrogeni possono essere elenterdtress e quindi di impatto negativo

sull’assetto neuroendocrino nella donna.

9.1.1 fitoestrogeni

Negli ultimi anni si € sviluppata I'idea che l'usiei fitoestrogeni nella terapia menopausale
possa essere di beneficio alla salute della dannzarticolare nei confronti del climaterio, e

che possa compensare la carenza estrogenica, aidisa durante la menopausa.
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Inoltre, dati epidemiologici indicano che le donhe Paesi Asiatici, grandi consumatori di
soia, presentano una minor frequenza di frattuorsdarie all’osteoporosi, di malattie
cardiovascolari, di sintomi postmenopausali e ditidgi di tumore (Adlercreutz e MAzur,
1997).

| fitoestrogeni sono composti biologicamente attoerivati dalle piante, che mimano
strutturalmente e funzionalmente gli estrogeni (ix2004). Sono, infatti, in grado di legarsi
ai recettori degli estrogeni e di stimolarli, pradado effetti diversi, vista la diversa
distribuzione tissutale di ER-ed ERB,ad esempio su 0sso, sistema cardiovascolare,
metabolismo lipidico e tumore al seno. Il loro éffeestrogeno-simile ha fatto si che alcuni di
essi venissero definiti modulatori selettivi decetori degli estrogeniSglective Estrogen
Receptor ModulatorSERMS).

Essi sono presenti in frutta e vegetali e sonogoaiezati in 3 classi: isoflavoni, lignani e
cumestani.

Gli isoflavoni (I.s.) sono principalmente preseméi semi di soia e possiedono una struttura
non-steroidale ma con un anello fenolico, medidneale avviene il legame con il recettore
degli estrogeni, agendo sia come agonisti che antsiy degli estrogeni (Makekt al, 1994,
1995). | due principali I.s., genisteina e daidaeisono in grado di legare sia ERche ERB
(Kuiper et al, 1997,1998) ma stimolano soprattutto EReon, quindi, scarsi effetti
sull’endometrio e sulla mammella, mentre hanno divaltri effetti favorevoli sui vari

sintomi della menopausa (Tab.9.1.1.)

Compound Relative binding affinity Relative transactivation

ERu ERP ERw ERp

17 B-estradiol 100 100 100 100

Diethylstilbestrol {DES) 236 221 17 69

Tamoxifen 4 3 [ 2

Coumestrol 20 140 102 98

Isoflavones Genistein 4 87 198 182
Daidzein 0.1 0.5 a7 80

Formeononetin <0.01 <0.01 [ 2

Biochanin A <0.01 <0.01 36 53

Ipriflavone <0.01 <0.01 n 3

Endocrine disruptors Bisphenol A 0.01 0.01 50 41
o,p’-DDT 0.01 0.02 54 10

MNonylphenol 0.05 0.09 62 34

Methoxychlor <0.01 <0.01 a 2

TABELLA 9.1.1. Affinita di legame relativa e relativa attivita ttansattivazione di vari composti
estrogenici, isoflavoni ed endocrino-tossine, infoonto al 178-estradiolo.C.R. Cederroth, S. Nef.
Molecular and Cellular Endocrinology 304 (2009) 3@-

Deve essere ricordato che l'affinita degli Is. gerER & 500-10000 volte inferiore a quella
degli ormoni estrogeni, a seconda del modello nodége o cellulare usato per confrontare la
loro potenza. La loro azione é percio sempre mndd di quella degli estrogeni e, quindi, piu
rispettosa dei delicati equilibri ormonali chersstaurano dopo la menopausa.
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Molti I.s., come la genisteina, interferiscono clkespressione e lattivita dell’aromatasi,
essendo inibitori competitivi (Adlercreuét al, 1993; Brooks e Thompson, 2005) e possono
inibire la produzione endogena di f+estradiolo, inducendo, percio, effetti oppostpeto a
quelli necessari. Gli effetti estrogenici od argiregenici dipendono dal tessuto,
dall'isoflavone e dai livelli di estradiolo endogenAd esempio in varie linee cellulari, in
presenza di livelli fisiologici di estradiolo (1 §Mla genisteina agisce come anti-estrogeno,
mentre a livelli di estradiolo simili a quelli trati nelle donne in menopausa (0.01 nM), la
genisteina mostra un effetto agonistico additivav@idget al., 2006). Inoltre, in un contesto
fisiologico I'esistenza di questa doppia componearté- od estrogenica potrebbe spiegare
perché i fitoestrogeni siano poco atiivivivo rispetto al loro effettin vitro.

Un’altra via per esercitare gli effetti antiestrage gli I.s. € rappresentato dal loro effetto
stimolatorio sulla sintesi della globulina ematatee lega gli ormoni sessuaigx hormone-
binding globulin — SHBG). E stato ipotizzato che I'aumento della BEH sottragga
dell'estradiolo dal circolo, svolgendo un effettntiastrogeno e neutralizzando certi effetti
indesiderati dell’estradiolo sul’endometrio e authammella (Carusi, 2000).

Inoltre gli I.s. sono dotati, come gli estrogendegeni, di proprieta antiossidanti (Vedavanam
et al, 1999) o tirosin-chinasi inibitorie, prevenendo damolazione della proliferazione
mediata da alcuni fattori di crescita (Akiyaretal, ,1987), e di attivita anti-androgeniche
(Saitoet al, 2000). Inoltre alcuni di essi hanno un effettdi-iroideo, poiché sono in grado
di sopprimere la secrezione ipofisaria di TSH. Iggianta inibiscono [lattivita della
perossidasi nella tiroide, bloccando, quindi, teesi della tiroxina (Chanet al, 2000).

Infine gli I.s. possono anche modulare i geni recetli e I'espressione proteica di altri
ormoni, inclusi gli steroidi (Reat al, 2001), interferendo, percio, con altri sistendegrini.
Tuttavia | potenziali benefici di questi compostne soggetti a controversie, dal momento
che i loro effetti appaiono spesso poco significagi dipendenti dagli individui (Thist al,
2001; Bringeret al, 2003; Wuttkeet al, 2003; Kurzer, 2003; Ziegler, 2004; Sirtet al,
2005; Boccardet al, 2006; Wuttkeet al, 2007; Velentziset al, 2008); infatti le incertezze
riguardanti I'efficacia dei fitoestrogeni potrebbegssere dovute a variazioni di metabolismo
da donna a donna. Inoltre e importante tenere msiderazione che la distribuzione di E&R-
nei tessuti dipende dall’eta e dal contesto patifigico del soggetto.

Polimorfismi enzimatici o il tipo di microflora iestinale possono avere ripercussioni cruciali
sul rilascio di isoflavoni attivi (Clavett al, 2005; Rowlancket al, 2003; Possemierst al,
2007). Genisteina e daidzeina, infatti, sono presetia soia com@-D-glicosidi (genistina e

daizina). Questi glicosidi sono biologicamente tina{Setchell, 1998) e vengono idrolizzati
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dalle B-glucosidasi batteriche e convertiti nelle corrisgenti forme bioattive. La daidzeina
puo poi essere metabolizzata ad equolo, il maggietabolita circolante nei roditori (Fig.
9.1.1).

Glycoside forms Aglycone forms
Biologically inactive Biologically active
CHzOH
cus OH
Genistin Genistein

HO
B-estradiol

i /(‘5/‘ /ﬁ/‘/
Daldzin Daldzein /‘\’j’

CHs Equol
CH0H ¢ :(‘5/‘/

Glycitin Glycitein

FIGURA 9.1.1. La struttura molecolare degli isoflavoni ricordaetja del 17B-estradiolo. In
seguito ad ingestione [eglucosidasi intestinali tagliano il residuogludis e genera gli agliconi
biologicamente attivi (genisteina, daidzeina eiglina). La daidzeina pud essere poi metabolizzata
ad equoloC.R. Cederroth, S. Nef / Molecular and Cellular Badnology 304 (2009) 30—42.

Gli I.s. interagiscono poi con le proteine plaswtai come I'albumina ed debolmente anche
con le lipoproteine (Boultoat al, 1998); questo suggerisce che essi potrebbenddrnte, in

un contesto di poli-terapie, con I'assunzione sdfezione dei farmaci. Cid potrebbe spiegare
in parte la poca biodisponibilita e la debole atiivei fitoestrogeni. Inoltre, dal momento che
il tessuto adiposo rappresenta il maggior sitccduanulo dei fitoestrogeni, € possibile un
rilascio da quest’ultimo. L'eccesso di peso (e jgedt lipidi) a cui va incontro il 40% delle
donne in menopausa potrebbe, percio, correlareic@umento di fitoestrogeni nel tessuto
adiposo e, percio, con loro concentrazioni plasthativariabili, dovute ad un rilascio
imprevedibile nel sangue.

Alcuni studi hanno dimostrato che gli I.s. miglioca alcuni parametri metabolici; per
esempio riducono le concentrazioni plasmatiche L le colesterolo totale (Gardnet al,
2001) o la massa grassa in donne in post-menof#is&t al, 2006), o che pazienti obesi
trattati con proteine della soia andasassero ingamtperdita di peso (Allisoat al, 2003).

Inoltre untrial clinico condotto in donne post-menopausali rivalana riduzione di glucosio

120



Introduzione

ed insulina a digiuno da parte degli I.s. (Chezigal, 2004). In contrasto, un numero
significativo di studi riporta un’assenza di effdienefici della soia sui classici parametri
metabolici come il peso corporeo, il profilo sieridei lipidi, la massa grassa, il glucosio e
I'insulina (Yamashitaet al, 1998; Anderson and Hoie, 2005;dtial, 2005; Hallet al, 2006;
Ikedaet al, 2006; Andersoet al, 2007).

Dati discordanti si trovano anche negli studi sudiitori. | motivi di questi risultati discordanti
possono essere molteplici, fra cui la variabiligl disegno sperimentale, la capacita degli
individui di produrre equolo e la suscettibilitangéica.

Sembrerebbe poi che gli I.s. prevengano il canteormaammella; in realta anche in questo
caso i dati sono discordanti, essendo presentnialstudi su animali con una incidenza
tumorale invariata (Allrecet al, 2001), un solo studio con una riduzione signifiGadella
massa tumorale (Lamartiniere, 2000) ed addirittura studio in cui la somministrazione di
genisteina causava lo sviluppo di un tumore so{iiired et al, 2001). Anche negli studi
clinici la somministrazione di soia a donne in pesmpausa sembrerebbe avere effetti
controversi, da un canto riducendo l'incidenzauwmnore al seno (Atkinson and Bingham,
2002), dall’altro incrementandola (Petrake$ al, 1996). Lo stesso vale per il tumore
dell’endometrio (Newbole@t al, 2001; Johnsoat al, 2001).

9.1.1. Fitoestrogeni e tessuto 0sseo

Molti studi sull’animale hanno dimostrato un sigeaitivo miglioramento del massa ossea
dopo assunzione di estratti della soia (Arjmandneith, 2002; Anderson e Garner, 1998;
Picherit et al, 2000). Altri studi osservazionali epidemiologicanno dimostrato che i
fitoestrogeni mantengono o migliorano leggermergeniassa ossea in donne in post-
menopausa (Horiuclat al, 2000; Mei e Kung, 2001). Gli I.s. sembrerebberera un effetto
modesto nel ritardare la perdita ossea nelle damrperimenopausa (Alekelt al, 2000) e
post-menopausa (Potter al, 1998; CliftonBlighet al, 2001), ma questi effetti non sono stati
riconfermati in altri studi (Hset al, 2001), nei quali sono stati riportati inconsisteffetti
degli isoflavoni su marcatori ossei in donne intpoenopausa (Arjmandi e Smith, 2002).
Arjmandi et al. hanno dimostrato che le donne post-menopausali adseimevano gl
isoflavoni avevano una escrezione urinaria sigaifi@amente ridotta di deossipiridinolina,
uno specificdbiomarkerdi riassorbimento osseo. Inoltre gli I.s. sembranmentare la sintesi
di IGF-1, la cui concentrazione nelle donne e pasitente correlata alla massa ossea.

In scimmie in post-menopausa, tuttavia, gli l.suliavano sostituti inefficienti degli estrogeni

nel proteggere contro la perdita ossea estroggrendente (Registet al, 2003).
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Pertanto l'ipotesi di un effetto benefico dellasssulla massa ossea e ancora fonte di dibattito
ed il dosaggio ottimale e la componente resporsalelgli effetti benefici sullosso sono
ancora poco chiari.

9.1.2. Fitoestrogeni e sintomi postmenopausali

In Asia solo il 10-20% delle donne in postmenopaaafére dihot flashegispetto al 70-80%
delle donne delle donne occidentali (Lock, 1991nd;al994). Una possibile spiegazione
risiede nel consumo di soia, alimento base nebtadasiatica, che influenzerebbe le risposte
corporee ai cambiamenti nei livelli ormonali cagattici della menopausa (Adlercreutz,
1990). Gli hot flashes sono dovuti ad overattivagiaell’'ormone liberante gonadotropine
(Gonadotropin Releasing Hormot@nRH, Tataryret al, 1979) a causa del venir meno del
feedback negativo dell’estradiolo.

Gli studi clinici sull’effetto degli I.s. nella sttome postmenopausale sono contrastanti, con
modesti o nulli benefici rispetto al placebo (Daatal., 1998; St Germani netl., 2001; Tice

et al, 2003).

Pertanto ulteriori analisi di ricerca sono necassarquesta area.

9.1.3. Fitoestrogeni ed Alzheimer’s disease

La terapia estrogenica sembra essere una delteg&aer la prevenzione delle demenze, in
particolare dell’AD. Forti evidenze biologiche suptano gli effetti benefici degli estrogeni
sul cervello. Inoltre i recettori estrogenici sopesenti nel cervello, in particolare in aree
coinvolte nell'apprendimento e nella memoria, cdhppocampo e I'amigdala (Shughrues

al., 1997). Gli enzimi necessari per la biosintesilidetgroidi sessuali sono stati identificati
nelle stesse regioni, suggerendo un ruolo impatdegli estrogeni nel cervello. Visti i dati
discordanti sugli effetti della HRT e I'AD, i fita¢rogeni sembrerebbero essere i nuovi
candidati per I'AD. Sebbene in letteratura sianespnti pochipapersriguardo ai benefici
effetti degli I.s. sulla memoria o sul sistema s centrale (Filet al, 2001; Kimet al,

2001), gli effetti dei fitoestrogeni sul SNC nethiono sono poco chiari e controversi.
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10._IL PROGESTERONE ED | SUOI MOLTEPLICI RECETTORI

Dati emergenti assegnano al progesterone moltdpin@ioni non-riproduttive nel SNC, tra
cui regolazione dei processi cognitivi, variazioeil'umore, processi inflammatori, funzione
mitocondriale, neurogenesi e rigenerazione, migtaione e recupero post traumatico. Le
risposte neuronali evocate dal progesterone sordiateeda un’ampia gamma di recettori
(PRs), che comprendono i classici recettori nucleRA e PRB e loro isoforme derivanti da
splicing alternativo, e il recettore a sette dontm@nsmembrana (7TMMPRD) e un altro
recettore membranario noto come 25-Dx (PGRMC1).vlaa classica di trasduzione del
segnale mediata da PRA e PRB, che prevede la dexstme nucleare del recettore e la
conseguente attivazione dell’'espressione di teget non € I'unica modalita di trasduzione
del segnale intracellulare utilizzata dal progester | recettori membranari del progesterone,
infatti, si trovano a monte di cascate del segraie,hanno come protagonisti diversi secondi
messageri intracellulari. La distribuzione omogedeaPRs a livello neuronale € la prova

diretta che il progesterone svolge importanti fonznel regolare le attivita neuronali.

10.1 Recettori del progesterone

| classici recettori nucleari del progesterone (cBRIlocalizzano in molteplici regioni del
SNC, tra cui ippocampo, corteccia , ipotalamo evelétto; in analogia ad altri ormoni
steroidei, il progesterone (P4) estrinseca la sueibdni legandosi e attivando specifici
recettori a localizzzazione cellulare, noti coméadia di trascrizione ligando-sensibili. In
condizioni normali cPR sono sequestrati da numeprséeine chaperone, tra cui heat
shock proteinhsp 90, 70 e 40; linterazione del progesterona tai molecole € un
prerequisito per linterazione recettore-ligando. deguito all'interazione con P4, PR va
incontro a modificazioni conformazionali, si diseodalle hsp e dimerizza, quindi trasloca a
livello nucleare dove interagisce con specifichguemze del DNA, note come PREs
(progesteron responsive elemgntontenute nei promotori dei geni target. Il teme attivo
agisce in sinergia con proteine nucleari specifici®e come co-attivatori, che possiedono
sequenze altamente conservate (eliche antipatigbé L) attraverso cui interagiscono con la
regione AF-2 (sctivation function) del dominio lighbinding di PR.

P4 si dimostra in grado di aumentare I'espressuingeni privi di PREs (Groshonet al,
1997; Owernret al, 1998; Richeet al, 1998), suggerendo vie alternative di trasduzidele
segnale. Queste risposte non classiche (PREs-imdkpé) dipendono sia da meccanismi

genomici alternativi, in cui PR lega e attiva af#itori trascrizionali come SP1 (Owen al,
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1998); sia da meccanismi non genomici , come Vatiione di secondi messaggeri (Nilsn
al., 2002; Nilseret al, 2003; Langet al, 1998; Fig. 10.1.1).

Cel membransg

s
e

FIGURA 10.1.1. Meccanismi d’azione del recettore del progesterdR®).A sinistra:
interazione con il dominio SH3 di Src e attivaziahala cascata di trasduzione del segnale
delle MAPK, che influenzano I'attivita di fattorii tkascrizione nucleari (TF); a destra: azione
genomica di PR, che dimerizza, trasloca nel nudeattiva geni specifici responsivi al
progesterone.

10.2 Isoforme dei recettori del progesterone

Le isoforme piu abbondanti dei cPR sono due: laswofa B “full-lenght” (PRB) e I'isoforma

A (PRA), mancante dell’estremita N-terminale; erfbeme isoforme sono codificate dallo
stesso gene (contenente 8 esoni) e si differenpanain diverso inizio di trasduzione (start
codon). In analogia con gli altri recettori nucieaPR sono composti da una regione N-
terminale (codificata dall’esone 1), da un domididegame al DNA conservato (esoni 2 e 3),
da una regione cerniera variabile (parte dellesdjee da un dominio di legame al
progesterone conservato (esoni 4-8). Il dominieMainale di PRB, conosciuto come BUS
(B-upstream segment) assente in PRA, conferisadtariore funzione di attivazione (AF-3),

ed é formato da due motivi LXXLL e da un residudrgitofano altamente conservato.
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Oltre a PRA e PRB, esistono ulteriori varianti iR generate dal fenomeno di splicing
alternativo (Hirateet al, 2002; Hirateet al, 2003); esse si generano in seguito a inserpioni
delezioni di esoni (“intronic exon” o “exon-skippedariants). Gli esoni intronici T e S
possono essere inseriti tra gli esoni 3 e 4, malitesoni i45a e i45b possono essere inseriti
tra gli esono 4 e 5; le varianti “exon-skipped” lutdono PR-c, PR-s, e PR-t. Queste sono
generate da omissione dell'esone 1 PR-c), oppugé dsoni 1-3 (PR-s e PR-t); esistono
ulteriori varianti ottenute sempre da tale mecaanisalcune delle quali presentano un
difettivo dominio di legame al DNA e mancano dajrs&le di localizzazione nucleare (NLS).
Le varianti mancanti di NLS hanno una localizzaeiaitosolica e contengono un dominio
ricco in prolina (PXXP); tali varianti mostrano e&a affinita per i domini SH3 delle proteine
Src; tale caratteristica conferisce alle variant?R di interagire e attivare le proteine Src e le
MAPK nel citosol. | PRs mancanti sia del dominiolejame al DNA che del domio NLS;
potrebbero pertanto funzionare come recettori dnbrana.

Le azioni di P4 a livello del SNC sono mediate gltche dai recettori classici, anche da
meccanismi cPR-indipendenti, dal momento che & sisservato che in toinock outper
PR il tessuto neuronale mantiene responsivitazatitee di P4 (Krebs Cét al, 2000). Per la
precisione, sono state identificate due proteingrado di legare P4: 7TMPR e 25-Dx.

7MTPR e una proteina di membrana che attraved@pipio strato fosfolipidico 7 volte, come
suggerito dalla sigla che la contrassegna, esssigoles caratteristiche comuni ai recettoti
associati alle proteine G; I'interazione di taleatore con i progestinici risulta in un blocco
dell’attivita dell'adenil-ciclasi, I'enzima che @dizza la produzione del secondo messaggero
CAMP (Zhuet al, 2003). Sono state identificate tre isoformeTMPR ( 7TMPRaq, 3 ey), le
quali sembrano essere altamente conservate dllardgkizione.

Un altro recettore di P4 a localizzazione membiianar stato recentemente clonato in
differenti specie. L'iniziale isolamento della peota da roditori rivelava la presenza di un
unico dominio tran membrana; nelluomo sono stntificati due geni ortologhi codificanti
per la stessa proteina purificata nell’animalegahe hpr 6.6 (cromosomal0) codificante per
una proteina di 195 amminoacidi, e il gene Dg6rfmsoma 4) codificante per una proteina
di 223 amminoacidi. La molecola proteica omologhrato & di 223 amminoacidi e pesa 25
kDa; possiede un dominio idrofobico di 14 residwina regione N-terminale ricca di proline.
L’overespressione di 25-Dx nelle cellule CHOhfnese Hamster Ovary celtonferisce al
sistema cellulare un’aumentata capacita di legdréHalkensteiret al, 1999); la frazione
microsomiale di tali cellule ingegnerizzate mostt@ontempo risotta affinita per altri ormoni

steroidei, come testosterone, cortisolo e corteroste, e nessuna affinita né per estradiolo che
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per aldosteone. Tali evidenze indicano I'esistedzan’interazione specifica tra 25-Dx e

progesterone.

10.3 Meccanisno d’'azione del progesterone

Il progesterone esercita molteplici effetti nel SN@raverso tre principale meccanismi:
regolazione dell’espressione genica, modulazioneé slstemi neurotrasmettitoriali e
attivazione di vie di trasduzione del segnale oghalare.

Storicamente, gli effetti di P4 sull’espressionaiga sono stati considerati mediati da PRA e
PRB; le due isoforme recettoriali agiscono in modiverso sull’espressione genica e
generalmente PRA si dimostra un transattivatoreppiente di PRB, su cui esercita inoltre
un’attivita repressiva (Aupperleet al, 2007; Braymaret al, 2006). L’espressione genica
indotta da P4 €& estremamente variabile, e tale lsmsifa € generata dalla presenza delle
varianti recettoriali (sopra descritte), le quadspiedono differenti affinita per ligandi diversi
e si influenzano vicendevolmente grazie alla capatiiagire come transattivatori (Marshbern
et al, 2005).

I meccanismi d’azione cPR indipendente sono medaitdue recettori di membrana 25-Dx e
7TTMPR.

Recentemente, sono stati identificati dei siti eljdme per P4 sulla membrana di neuroni
ipotalamici e del midollo spinale che coincidonanda proteina 25-Dx, per la quale e stata
dimostrata la capacita di mediare I'azione antiapiiga di P4 nelle cellule del corpo luteo e
della granulosa ovariche (Peluso et al.,2006; Bekis al.,2007). In tali cellule 25-Dx
interagisce con la proteina che inibisce l'attivatalel plasminogeno (SERBP1), con cui
media l'attivazione della protein chinasi cGMP-daigente; la presenza in 25-Dx di domini
omologhi a Src (domini SH) suggerisce un’ ulteriatedalita d’azione di 25-Dx attraverso
I'attivazione delle proteine Src.

I meccanismo d’azione di 7TMPB sembra essere &soalla capacita della proteina di
inibire I'attivita dell’adenil-ciclasi, che risultan una attivazione del pathway delle MAPK.

La famiglia delle Mitogen-activated protein kinas@dAPKs) e coinvolta in numerose
funzioni cellulari, tra cui la differenziazione kéhre, la proliferazione, sopravvivenza e
morte cellulare. L'attivazione di MAPK, e di ERKx{eacellular signal regulated kinase) € il
meccanismo principale attraverso cui gli estrogERj esercitano il loro ruolo protettivo sulla
popolazione neuronale (Singatral,, 1999). Numerosi lavori dimostrano che E2 e Ri¢ato

il segnaling di ERK (Nilsert al, 2002; Nilseret al, 2003; Singtet al, 2001; Singeet al,
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1999), mentre MPA (medrossiprogesterone acetato)progestinico mancante di qualita
neuroprotettive, non & capace di indurre I'attieaz nucleare di ERK.

CREB (proteina di legame all’elemento responsivocAMP) rappresenta il substrato di
MAPK, e la sua attivazione e associata a un aumeelia resistenza al danno ischemico
(Finkbeiner 2000; Freelanet al, 2001); si € dimostrato che CREB ¢ attivato sposta
all'esposizione agli ormoni ovarici (Gat al, 1996; Leeet al, 2004; Wadet al, 2003; Zhou

et al, 1996). L'effetto neuroprotettivo assegnato aéPabksociato alla sua capacita di attivare
il segnale di MAPK, che risulta in una fosforilamedi CREB, il quale a sua volta determina
un aumento dell’espressione del fattore anti-agmuatobcl-2 (Freelandet al, 2001); in
accordo con quanto detto, E2 e P4 inducaperegulation di bcl-2 in colture di neuroni
ippocampali, mentre il trattamento con MPA, incapati agire su ERK, non aumenta
I'espressione di bcl-2 (Nilsen et al.,2002). Accaatla via MAPK/ERK, un altro pathway
attraverso cui E2 e P4 esercitano effetti neuretiot € rappresentato dal pathway di Akt
(Singh et al, 2001); si e dimostrato infatti che l'attivaziondé Akt in colture di neuroni
corticali promuove la sopravvivenza neuronale.

P4 si dimostra capace di indurre neuroproteziotravatrso molteplici meccanismi; recenti
lavori suggeriscono che, in modelli di lesione gf#n P4 esercita un ruolo neuroprotettivo
tramite l'up-regulation di BDNF (pbrain-derived neurotrophic factprWwang et al, 2001;
Borraset al, 2003; Simpkinset al, 2007), incrementati livelli e attivita del’emaa colina
acetiltransferasi, e miglioramento della disfuneianitondriale (Robertsoat al, 2006). In
relazione a quest'ultimo punto, Nilsen e colleglanho osservato un aumento della
respirazione mitocondriale in seguito a trattamedio24 h con P4; dato ancora piu
interessante € che P4 riduce la generazione dialadiberi e la perossidazione lipidica,
migliorando significativamente l'efficienza dellatena di trasporto di elettroni.

In modelli di ischemia cerebrale, gli effetti prittkd di P4 sono attribuiti, in parte, alla
soppressione della risposta inflammatoria e dgdtessione di ossidi-nitrico sintasi 2 (Gibson
et al, 2005); accanto all’'azione diretta sulle celldanneggiate, P4 esercita azione
neuroprotettiva indirettamente agendo su popolazion-neuronali. Per esempio, P4 riduce
la perdita di permeabilita della BEE (Roef al, 1997), diminuisce I'attivazione gliale
(Grossmaret al, 2004), e stimola la mielininizzazione (Azcoigtaal, 2003; Koeniget al,
1995).

Diversi stimoli, tra cui kainato (Ben-Ari, 1985),ilgcarpina (Turskiet al, 1989) e
pentilentetrazolo (Jungt al, 2002), producono alterazioni comportamentaliestigpate e

significativa perdita neuronale in specifiche regiaerebrali, tra cui I'ippocampo; il
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trattamento con P4 si dimostra efficace nell’abegigli effetti generati da queste sostanze
tossiche. Il principale meccanismo neuroprotetiivajuesto modello sperimentale sembra
coivolgere un metabolita di P4, I'allopregnanold@é>a 3a,5a-tetraidroprogesterone)p &

un potente modulatore allosterico del recettoretigp A dell’acido y-amminobutirrico
(GABA,), amplificando la conduttanza dello ione cloro @ata da GABA (Baulietet al,
1996; Lephartet al, 1993). Il risultato € un incremento della trassibne gabaergica
inibitoria, che contrasta I'eccitotossita evocatall’ghereccitabilita glutammatergica; la
conseguenza di queste azioni consiste in un regujerdanno neuronale e un miglioramento
dei sintomi comportamentali, associati alla somatrazione delle sostanze tossiche.

Infine, P4 eserciterebbe un’azione di regolazioglentetabolismo di A e, pertanto, potrebbe
avere un ruolo nella ADGIi studi sulla regolazione diA\ad opera degli ormoni sessuali si
basano sull'uso di modelli di animali ovariectonaiaz in cui si assiste ad una deplezione
degli estrogeni e progesterone endogeni; tali anin@evono generalmente una terapia
sostitutiva a base di soli estrogeni.

Mentre la terapia estrogenica si dimostra efficagbo stimolare il catabolismo dellaBAil
trattamento con progesterone non ¢ in grado nélwdire il progressivo accumulo difAé di
contrastare la perdita di memoria, osservati netlefio animale. In aggiunta, negli animali
che ricevono la terapia combinata con entramhbomgiioni, P4 blocca gli effetti benefici di E2

sull’accumulo di A (Carrollet al, 2007).
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1. OBIETTIVI

E' dato confermato che la donna in post-menopaiasasposta ad un rischio superiore di
insorgenza di AD rispetto agli uomini di pari eRigich et al, 1995). Poiché la cessazione
dell'attivita endocrina ovarica, che si instauriandonna in menopausa, configura un assetto
ormonale particolare (Atwooet al, 2005), si € deciso di indagare le eventualiatamioni tra

i cambiamenti ormonali nella donna e la patologiaA®, la cui natura multifattoriale
suggerisce la concomitanza di un ampaingedi fattori concausali di diversa origine.

Il presente lavoro di tesi si basa sulla caraterione delle modificazioni fisiologiche che
intervengono nell'organismo femminile durante itipdo di transizione menopausale: ci si &
soffermati sulla ricerca di differenze tra uomoala nell’espressione di humerosi fattori,
che potessero giustificare l'aumentato rischio dd Ael genere femminile e, quindi,
avvalorare l'ipotesi della menopausa come fattoresdhio di neurodegenerazione.

E' stato, pertanto, reclutato un vasto numero ggstii sani suddivisi per sesso e stratificati
per eta e di pazienti AD, suddivisi solo per sessa,non per eta, non essendoci differenze
correlate all’eta all’interno di questo gruppo, regiali si € valutata I'espressione di un
pannello dibiomarkerssia con riconosciuto effetto neuroprotettivo siasiderati favorenti la
neurodegenerazione, al fine di evidenziare in chmani cambiamenti nel profilo di
espressione di tali fattori fossero correlati camvecchiamento fisiologico, la differenza di
genere e la patogenesi e progressione di AD. kgifstazione per eta, infatti, all’interno della
popolazione femminile permette di evidenziare \@aoii significative nella fascia di
transizione menopausale rispetto alle fasce pposemenopausali, mentre il confronto con i
pazienti AD permette di evidenziare la presenzaadiazioni che si discostano dal normale
invecchiamento fisiologico.

L’espressione di tali parametri biologici € statzal&zata nei leucociti periferici. Queste
cellule di facile reperibilita, tramite prelievo m@so ematico, oltre a sintetizzare numerosi
peptidi, ormoni e rispettivi recettori coinvolti indifferenti assi ormonali, rispondono agli
stessi meccanismi di regolazione genica cui sottomste le cellule microgliali, ovvero le
cellule immunocompetenti del SNC. I leucociti (Millet al, 1981), infatti, insieme ad altri
tessuti extra-neuronali come fibroblasti (Sietsal,, 1985) e piastrine (Di Lucet al, 1988),
sono ormai da tempo utilizzati in clinica diagnoatcome utili strumenti nell'indagine delle
modificazioni che si verificano nelle aree ipofisape cerebrali, il cui accesso é precluso

nelluomoin vivo.
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Di seguito si riportano le motivazioni che hannadaotto alla selezione ddiiomarkers

oggetto di questo studio clinico.

1. AD e un disordine neurodegenerativo carattetizzi@ una selettiva perdita neuronale e
dalla presenza di due tipi di aggregati protegiplacca amiloide, composta dalle fibrille del
peptide A3 insolubile e neurotossico,ed i grovigli neurroiliari (NFTs), composti,
essenzialmente, dalla forma fosforilata della pnatéau.

La placca amiloide rappresenta il segno patologdistintivo di AD ed & accompagnata da
neuriti distrofici, astrociti reattivi e microgliattivata. Il core della placca risulta altamente
immunogeno e scatena una risposta infammatoridateedalle cellule microgliali cerebrali,
che assumono il fenotipo dei cosidetti macrofageleali (Kalaria, 1999). Queste cellule
microgliali attivate migrano e circondano i deposit A3, promuovendone Uiptake che
risulta essere tempo- e dose-dipendente in espetiimevitro con microglia corticale umana
(Li R et al, 2000).

Il riconoscimento e legame con la forma fibrillaenon del del peptide Ravviene tramite
'espressione da parte delle cellule microgliali wiampia gamma di recettori sSia
condizioni fisiologiche che patologiche (RodrigoeA al, 2005). Tali recettori includono i
recettori scavengerdi tipo A (SR-A) e di tipo B (SR-B), tra cui CD3&he mediano,
rispettivamente, I'adesione e I'endocitosi dellerifle di AB da parte della microglia e degli
astrociti (EI Kouryet al, 1996; Coraciet al, 2002). In particolare, CD36, in seguito al
legame con le fibrille di B, stimola la secrezione di numerose molecole piamiatorie,
quali le specie reattive dell’ossigeno, le citoehia I'ossido nitrico (Coracet al, 2002).
Pertanto, in corso di AD, I'esposizione persistetiéia microglia al peptide A evoca una
risposta infammatoria che cronicizza e gioca ualauondamentale nella degenerazione
neuronale; per questo Coraci e colleghi (2002)izgaho un coinvolgimento di CD36 nella
patogenesi e progressione di AD. Uno di questi astiphexarelina, € in grado di ridurre
I'espressione di citochine proinfiammatorie (IL-1Le6) su cellule microgliali (linea cellulare
murina N9) esposte adpAin queste condizioni 'effetto anti-infiammatorih hexarelina e
mediato dal recettorecavengerCD36 e non dal piu comune recettore GHS-R1a, la cu
espressione € assente sulle cellule N9 (Bulgaredlal, 2009).

Ad oggi non é stato ancora delineato un ruolo pmegier i recettoriscavengernella
patobiologia di AD; anche se CD36, come precedeatgenspiegato, € con alta probabilita

associato alla reazione inflammatoria scatenataelaositi di A3; rimane da chiarire, quindi,
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quale sia il suo contributo nel processo di flogoprincipale responsabile della
neurodegenerazione in AD.

Alla luce di tali considerazioni nel presente laver € voluto indagare, mediante tecnica RT-
PCR, come variasse I'espressione di CD36 nel coedla vita all'interno della popolazione
sana, in particolare nella fase di transizione rpaneale, ed in corso di AD

In questo modo si mettono a confronto le modificakisubite dal parametro biologico sia
all'interno del processo fisiologico dell'inveccmanto, che si accompagna a normali
fenomeni di declino cognitivo di entita piu o meli®ve, sia tra la condizione controllo del
soggetto sano (giovane od adulto) e quella patcdodel paziente AD. Inoltre, all'interno
della casistica di controllo, sulla base del risomali un aumentato rischio di AD nella donna,
ci si puo soffermare sul contributo della menopausliiinstaurare un profilo di espressione

del biomarkerpit o meno similare a quello riscontrabile nelgettp AD.

2. L'interazione tra il SNC e il sistema immunitain stati patologici come depressione e
sclerosi multipla € ormai da tempo oggetto di nwsiestudi scientifici; in particolare, si
delinea un coinvolgimento di molteplici citochinella modulazione di complesse funzioni
cerebrali tra cui I'apprendimento e la memoria @bl et al, 2002). L'overespressione di
alcune citochine (soprattutto 131 IL-6 e TNFa) €& stata associata a numergsatus
patologici, sia del sistema nervoso centrale chefgpeo, che comprendono malattie
autoimmuni e disordini neurodegenerativi, tra cid A/iviani et al, 2004). Come per altre
citochine, il ruolo biologico di IL-6 risulta anapoco chiaro, dal momento che diversi studi
assegnano alla citochina sia funzioni neuropre®tiche neurolesive; da una parte,
I'iperespressione di IL-6 in modelli animali tramsgci provoca una riduzione del 63% della
neurogenesi ippocampale (Vallieret al, 2002), dall’'altra parte, si dimostra che la
deplezione di IL-6 distrugge la capacita mnemoaitaeve termine in tofinock outper IL-6
(Hryniewicz et al, 2007). Tali studi suggeriscono il coivolgimerdella citochina nella
regolazione della neurogenesi ippocampale adulte&e gioca un ruolo importante
nell’apprendimento e nella memoria. Altri lavorisagnano ad IL-6 la capacita di interferire
con i processi di plasticita sinaptica (Bragtaal, 2004), aggiungendo cosi un altro elemento
a favore dellimportanza di tale molecola nel madelle funzioni cognitive.

Dato ancora piu interessante deriva da lavori ¢hstrano che nella corteccia e higlor

di pazienti AD risultano incrementati i livelli dina serie di molecole proinfiammatorie, tra

cui proteine del complemento, citochine (soprattiittl, IL-6 e TNFe) e chemochine e loro
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recettori (Galimberti D., 2006); inoltre, polimasini nei geni di molecole proinflammatorie si
dimostrano associati ad AD (Candoretl, 2007).

Nonostante il ruolo fisiologico di IL-6 nel SNC s@cora da chiarire, sempre piu humerose
sono le evidenze che assegnano al processo infimmmaun ruolo centrale nella
neurogenerazione di AD; pertanto, I'analisi dellal@sola proinfiammatoria IL-6 sembra
ragionevolmente valutabile all'interno di questodsd clinico, che si occupa di screenare una
serie di parametri capaci di influenzare, anche smrzialmente, il bilancio netto tra le
influenze neuroprotettive e quelle pro-neurotossicmel contesto del processo
neurodegenerativo di AD.

Anche in questo caso, é stata valutata I'espressibrlL-6 tramite tecnica RT-PCR nella
popolazione controllo ed AD. Giacché si riporta clae produzione di IL-6 subisce
modificazioni in condizioni di stress ed in staéipdessivo-traumatici (Dentinet al, 1999),

tra cui si puo includere la menopausa, una padiechttenzione e stata rivolta all’analisi del
profilo d’espressione di questo parametro nella della donna, per evidenziare eventuali
differenze con il sesso maschile o analogie catdto patologico di AD.

3. La donna in post-menopausa presenta un riscimeodgenza di AD fino a 2-3 volte
superiore rispetto alluomo di pari eta; tale digtgresupporre che le modificazioni ormonali
caratterizzanti la menopausa, in particolare lsstmucaduta dei livelli di estrogeni, siano i
diretti responsabili dellaumentato rischio di ARlla donna. E' stato, in effetti, dimostrato
che gli estrogeni esercitano un ruolo neuropretet, pertanto, la perdita di tale protezione
provoca uno shilanciamento tra le forze neuroptiggee quelle neurolesive.

In effetti, si & dimostrato che la terapia estroggm® associata con numerosi effetti benefici,
che includono una diminuita incidenza di osteopiofdsnikrishnan AGet al,, 2000) ed un
miglioramento dello stato cognitivo nelle donnepiost-menopausa, le quali non mostrano
segni di demenza (Phillips e Sherwin, 1994; Maestyal, 2000; Makiet al, 2001).
Nonostante le proprieta neuroprotettive degli e&nd nelluomo risultino ancora
controverse, esiste una ricca letteratura su moalgiinali che suggerisce per questi ormoni
un ruolo positivo in tal senso. Si osserva, infattie I'estradiolo protegge contro un ampio
rangedi insulti tossici, tra cui radicali liberi (Beld et al, 1999), eccitotossicita (Singer CA
et al, 1999), tossicita indotta daABrinton RDet al, 2000); Li R e colleghi (2000) hanno
dimostrato che, in esperimenti su microglia colicamana attivata con il peptideBAil

pretrattamento con estrogeni incrementa l'intemzalzione di 8 da parte di queste cellule.
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Inoltre, gli estrogeni esercitano un’azione newrtfita su popolazioni neuronali delle quali
aumentano la plasticita sinaptica (Chabgl, 1997; Granholnet al, 2003).

| meccanismi attraverso cui gli estrogeni eseroitgh effetti neuroprotettivi sono molteplici
e risultano attuamente oggetto di numerosi studijramente essi sono in parte mediati
dall’'attivazione dei recetttori classici degli egjeni (ERSs), la cui espressione a livello del
tessuto cerebrale risulta omogenea.

Per tale motivo un altro obiettivo di questo lavdidesi € stato quello di monitorare, tramite
dosaggio radioimmunologico, i livelli di estradiatelle diverse decadi di eta all'interno della
popolazione sia femminile che maschile (controtloA®), e valutare tramite tecnica RT-PCR

I'espressione leucocitaria delle due isoforme teceli ER-0 ed ERB.

4. Studi recenti assegnano ad un altro ormone @esdu natura steroidea, il progesterone,
molteplici funzioni non-riproduttive nel SNC; oltralle regioni ipotalamiche, anche
I'ippocampo e la corteccia cerebrale risultanougssensibili alle azioni del progesterone. In
tali regioni extra-ipotalamiche si evidenzia unesgismo tra progesterone ed estrogeni nel
regolare funzioni cognitive e nell’esercitare aziopuroprotettive e di neuro-rigenerazione
(Carroll et al, 2007). Tale evidenza assume un significato adinmportante, dal momento
che i progestinici vengono somministrati insiemdi agtrogeni nella terapia ormonale
sostitutiva, con il fine di contrastare gli effettegativi degli estrogeni sulle proliferazione
dell’epitelio uterino. Se da una parte, ormai dage, si riconosce agli estrogeni la capacita di
proteggere la popolazione neuronale contro unae s#riinsulti tossici di diversa natura,
dall'altra parte, il ruolo neuroprotettivo del pesjerone risulta ancora poco studiato e
necessita di ulteriori conferme. Si ipotizzano ipprogesterone diversi meccanismi d’azione,
tra cui I'attivazione dei classici recettori (cCP&jneccanismi alternativi non-genomici.
Partendo da tale presupposti, € apparso interessalitare |' attivita del progesterone nella
donna e nell'uomo nell'arco della vita ed analiezér parametro anche nella condizione
patologica di AD. Pertanto, sono stati determindtielli plasmatici di progesterone, tramite
dosaggio radioimmunologico, ed i livelli leucocitael recettore del progesterone PR-A/B
tramite tecnica RT-PCR nella popolazione contretloAD, maschile e femminile.

5. La presenza di alterazioni del metabolismo cetelviene documentata in numerosi studi
Su pazienti con demenza senile, che hanno riceiagmosi di AD o di demenza vascolare o
di una combinazione di entrambe le patologie;datrmalitd metaboliche consistono in una

inadeguata utilizzazione del glucosio ed un abnormetabolismo energetico con
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caratteristiche molto simili a quelle del diabetellito di tipo 2 (Hoyer S, 2000). Inoltre, tali
alterazioni metaboliche intervengono prima deiaimtclinici, specchio del deterioramento
delle funzioni cognitive, suggerendo, pertanto, ghesquilibri metabolici rappresentino una
tappa precoce del processo degenerativo in AD.

L’osservazione di un parallelismo tra diabete ed A prodotto I'ipotesi di una possibile
alterazione depathwayinsulinico in AD; la ridotta attivazione delle daisi P13-K ed Akt,
molecole intermediarie del segnale di insulina @&-IL, e la conseguente aumentata attivita
di GSK-33 hanno come risultato I'iperfosforilazione dellaf@ina tau, che rappresentaadkre

dei NFTs descritti nella patologia di AD (Schubetral, 2003; Schubest al,, 2004).

Si e dimostrato che nel SNC adulto IGF-1 agisce eam neuromodulatore e regola la
plasticita sinaptica (Torres-Aleman, 1999); inqlti@ esperimentiin vitro su neuroni
ippocampali IGF-1 protegge il tessuto contro irnsudiurotossici, tra cui il peptidepA(Dore

et al, 1997). Gli effetti neuro protettivi di IGF-1 smmediati dal suo recettore IGF-1R che,
una volta attivato, origina una cascata di secaméssaggeri, che ha come principali
protagonisti PI3K ed il sistema delle MAPK (LeRodhal., 1993).

Nel presente lavoro di tesi si e voluto, pertarginidiare un possibile coinvolgimento del
segnale di IGF-1 nella patobiologia di AD; a talo@o sono stati determinati i livelli
circolanti di IGF-1 negli individui di entrambi essi in condizioni controllo od in presenza di
AD, e, parallelamente, sono stati valutati i piofii espressione leucocitaria del recettore
IGF-1R.

6. Esistono numerosi punti di convergenza traghs¢e degli estrogeni e quello di IGF-1, che
rivelano un sinergismo importante dei due fattogumotrofici nel proteggere il tessuto
neuronale contro insulti tossici, causa di neuredegazione.

Si é dimostrato che in colture ippocampali il @atento con estrogeni determina la
fosforilazione di Akt, suggerendo, pertanto, che effetti neuroprotettivi esercitati dagli
estrogeni derivino in parte dall’attivazione di gteecomponente della via di trasduzione del
segnale mediata da IGF-1R (Akamtaal, 2000). In aggiunta, si & dimostrato che in geltu
neuronali, sottoposte a condizioni di stress (deyione di fattori di crescita, sostanze
nutritive ed ormoni), esiste un’interdipendenzaikrsegnale di ERs e quello di IGF-1R nel
promuovere la sopravvivenza neuronale (Dueftaal, 1994; Garcia-Seguret al, 2000).
Infine, altri studi su modelli animali suggeriscono cross-talktra ERs ed IGF-1R in alcune
aree cerebrali (Cardona-Gometzal, 2000).
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Tali osservazioni suggeriscono un’importante coapene tra estrogeni ed IGF-1
nell'instaurare una difesa del tessuto neuronalgrooinsulti neurotossici e, pertanto, nel
prevenire il processo di neurodegenerazione; seng@eio, interessante studiare in che
modo possibili alterazioni di tali meccanismi cogi®vi determinino la rottura dei sistemi di
riparazione, che consentono all’'organismo di maarenil fine equilibrio tra fattori
neurotossici e neuroprotettivi.

Nel presente studio si & voluta valutare I'intevaa tra IGF-1 ed estrogeni, suddividendo la
casistica delle donne in sottogruppi secondeuwtroff predeterminato dei livelli circolanti di
IGF-1:

1. donna in pre-menopausa con livelli normali driG (condizione controllo);

2. donna in pre-menopausa con livelli ridotti dFIG;

3. donna in post-menopausa con livelli normaliGi-i1;

4. donna in post-menopausa con livelli ridotti@F1.

In tutti i sottogruppi precedentemente elencatiaéasvalutata I'espressione di PR-A/B, come
indice di un’adeguata stimolazione del segnale strogeni o di IGF-1; in particolare
I'espressione leucocitaria del gene PR-A/B e stateelata con i livelli circolanti di estradiolo
nei gruppi pre- e post-menopausali con livelli nalino ridotti di IGF-1.

La scelta di valutare I'espressione di PR-A/B demhal fatto che il gene che codifica per PR-
A/B contiene nel promotore un elemento responsieo @i estrogeni; questa caratteristica
designa il parametro PR-A/B come un efficace stmtmeoer valutare, in modo indiretto,
I'attivita estrogenica.

Infine, lo stesso parametro (espressione leucaxitiir PR-A/B) pud considerarsi, di buon
grado un utile mezzo per studiare I'azione neur@ptiva di IGF-1 ER-dipendente; studi su
modelli sperimentali di neurodegenerazione indd#daacido kainico dimostrano, infatti, che
I'attivazione di ER risulta necessaria per espécBazione neuroprotettiva di IGF-1, che

risulta abolita nel trattamento con antagonistRi (Azcoitiaet al, 1999).

Allo stato attuale delle conoscenze € ancora imsoiu problema relativo all’efficacia
protettiva degli estrogeni nei confronti del decaginto cognitivo senile. Infatti, in contrasto
con quanto detto precedentemente sui loro effettieftivi, studi successivi hanno negato
I'effetto positivo degli estrogeni, lasciando ingil il problema (den Heijeet al, 2003;
Shumakeeet al, 2003; Buckwalteet al, 2004; Shumakest al, 2004; Espelandt al, 2004).

In particolare, il gruppo di studio Women’s Healthiziative Memory Study (WHIMS) ha

condotto urtrial clinico della durata di circa 6 anni (randomizzaseguito in doppio cieco,
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controllato con placebo) che ha coinvolto diversglima di donne in post-menopausa (di eta
compresa tra 65 e 79 anni) per verificare gli éffdé¢lla terapia sostitutiva con estrogeni (da
soli od associati a progestinici) sull'incidenzd decadimento cognitivo. Secondo gli autori i
tassi di incidenza erano simili nei gruppi trattatn soli estrogeni o con estrogeni e
progestinici ed il rischio di demenza risultavacairaddoppiato rispetto al gruppo trattato con
placebo. L'effetto appariva piu pronunciato nelbzienti con funzionalita cognitiva di base
maggiormente compromessa. Alla luce di questi tasul gli autori decidevano di
interrompere la sperimentazione e concludevanolaierapia estrogenica sostitutiva non e
raccomandata per prevenire I'insorgenza di AD nédiene in post-menopausa. Diversi autori
hanno sottolineato la necessita di accertare staesna finestra critica entro la quale si
manifesti I'effetto protettivo degli estrogeni, bg in particolare al periodo della transizione
menopausale, caratterizzato da una rapida riduzlenkvelli degli steroidi sessuali (Kesslak,
2002; Zandet al, 2002; Smith e Levin-Allerhand, 2003). Alla lucectb, nel presente lavoro
si e voluto indagare in un modeilo vitro di microglia murina immortalizzata (cellule N9) se
gli estrogeni, in presenza di un danno come quetiotto dal TNFe, riconosciuto come uno
dei fattori neurotossici rilasciati in seguito @zene della microglia attivata con |g3& che
contribuisce alla neuro degenerazione stessa (Aldyet al, 2000), avessero un effetto
tempo-dipendente; in particolare, si € indagattassomministrazione precoce, simultanea o
tardiva di estradiolo avesse qualche efficacia metulare I'espressione di CD36, inteso
come indicatore biochimico di demenza. Come prettedeente detto, questo recettore
sembra avere un ruolo nella patogenesi del’ADatinfla produzione di specie reattive
dell'ossigeno da parte di cellule microgliali preibate conp-amiloide viene abolita in
cellule pre-incubate con anticorpi anti-CD36 (Coretcal, 2002; Bambergeet al, 2003).
Inoltre, cellule microgliali e macrofagiche isolata topiknock-outper CD36 presentano una
spiccata riduzione nella secrezione di citochineisposta allg-amiloide (El Khoury et al,
2003). Studi recenti hanno poi evidenziato una wimione dell’'espressione genica
leucocitaria di CD36 nei pazienti affetti da AD.I@aiduzione non e correlata all’'eta, essendo
simile nei soggetti giovani ed in soggetti anziaani usati come controllo. E interessante,
inoltre, osservare che tali variazioni dell’espiese di CD36 rappresentano un fenomeno che
si manifesta precocemente, essendo gia presemelinsoggetti affetti da compromissione
cognitiva lieve finimal cognitive impairmentMCI), una condizione che in una elevata
percentuale di casi prelude alla comparsa di demdn&lzheimer (Ritchie e Touchon, 2000;
Peterseret al, 2001; Giunteet al, 2007). | meccanismi responsabili di queste var@azmon

sono ancora noti. Tuttavia, indipendentemente dab Isignificato fisiopatologico, le
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variazioni dell’espressione leucocitaria di CD36trpbbero essere usate come indicatori
biochimici precoci per individuare i soggetti affeta MCI ad elevato rischio di progressione
verso la AD conclamata.

Dal momento che lo studio effettuato nel’'uomo ipld trasversale e vista I'impossibilita di
indagarein vivo le modificazioni cerebrali umane, obiettivo di gtelavoro di tesi & stato
anche indagare in un buon modello di menopausa,ectmatto ovariectomizzato, la

variazione nel tempo del marcatore biologico predtb36,

Poiché si sta sempre piu diffondendo la tendenagpaéscrizione di isoflavoni derivati dalla
soia (fitoestrogeni) per contrastare i fenomenwastori hot flushe} che affliggono molte
donne nelle fasi precoci della menopausa, si gtieile indagare I'eventuale capacita
neuroprotettiva di questi composti, non ancoraiatuda questo punto di vista, e sui quali i
dati presenti in letteratura sono molto controv@dsiui, 2006). In particolare, I'idea che si sta
sempre piu diffondendo e quella di utilizzare quesimposti naturali come SERMSs, ovvero,
con gli stessi effetti positivi degli estrogeni, senza gli effetti collaterali di questi ultimi. In
realta le evidenze di cio risultano essere ancadogto scarse. Per questo motivo, ratte
adulte di circa 4 mesi di eta sono state suddivisk gruppi, 3 dei quali sono stati indotti in
menopausa chirurgica mediante asportazione del&epwe trattati con veicolo (gruppo
controllo) o 17B-estradiolo o fitoestrogeni. Pertanto, obiettivtetibre di questo lavoro di
tesi e stato valutare, mediante P@Ral-timee colorazione immunoistochimica, gli effetti
della HRT o di una terapia con fitoestrogeni sslbeessione sia centrale che periferica di
CD36, come indicatore biochimico precoce di demgrzao, infatti, potrebbe rappresentare
un buon correlato della risposta inflammatoria, efene innescata durante la formazione
della placca senile, con lipotesi che una mod#ioae della sua espressione in pazienti con
decadimento cognitivo in fase iniziale possa essgreevento precoce che precede la
manifestazione conclamata della demenza. Sonoastatizzati anche il peso degli uteri, il
peso degli animali, gli effetti sullosso ed i liiredi estradiolo nel plasma a conferma
dell'utilizzo di una corretta dose di estrogenisesdo gia noti dalla letteratura gli effetti
dell’'estradiolo su questi parametri.

Infine, alla luce di quanto detto sul ruolo di CD&6lla patogenesi della AD e sul suo
possibile utilizzo come indicatore biochimico preeali malattia, obiettivo ultimo di questo
lavoro di tesi e stato indagare I'espressione aént periferica di CD36 in topi APP23, un
valido modello sperimentale di AD, sia mediantentea di PCRReal-time sia mediante
colorazione immunoistochimica. Questi topi, infatiproducono alcuni dei cambiamenti

neuropatologici associati all’AD, come le placchenilaidee con uncore di amiloide,
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alterazioni neuritiche e perdita neuronale (Calhetuml, 1998), a causa di una mutazione
Swedishcon APP umana, che li porta ad esprimere la APBnany volte di piu di quella
endogena (Sturchler-Pierrat al, 1997). In questi animali, dunque, € possibileugegla
patogenesi della malattia fin dai primi step, cosgiamente preclusa nei pazienti con AD.
Negli APP23 i depositi amiloidei cominciano ad afgaprevalentemente nella corteccia
frontale e nelsubiculumad un’etd di 6 mesi per le femmine e 7-8 mesi iparaschi,
aumentando di numero e dimensione, con un massenol2 ed i 18 mesi, ed a 24 mesi
occupano prevalentemente molte aree della cortedeliéippocampo e del talamo (Sturchler-
Pierratet al, 1997). Il confronto, poi, tra espressione cealbed espressione leucocitaria di
CD36, aiuterebbe a comprendere meglio la comuropaziesistente tra SNC e sistema
immunitario in AD. Infine I'indagine su una possétolocalizzazione tra CD36 e placche di
AB, in questi stessi animali, e, quindi, mediantecanfronto nel tempo tra questi due fattori,
potrebbe, forse, pemetterci di assegnare un rualagfinito a CD36 nella patogenesi della
malattia di AD.
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1. STUDIO NELL'UOMO

1.1.Reclutamento dei campioni

Il presente lavoro di tesi e stato svolto in catie@zione con I'Ospedale San Carlo Borromeo
(Milano), I'lstituto Geriatrico Camillo Golgi (Ablategrasso, Milano) e il Dipartimento di

Scienze Neurologiche, Centro “Dino Ferrari”, Unsiék di Milano.

Il presente studio € stato visionato e approvat@aiaitato etico degli ospedali coinvolti nel

reclutamento dei controlli e dei pazienti.

Nel corso degli anni 2005-2006 venivano reclutatygetti controllo donatori di sangue
presso il reparto di immuno-ematologia e medicirgsftisionale del’Ospedale San Carlo
Borromeo di Milano, per un totale di 288 soggetr& uomini e 110 donne). Si costituiva
cosi una casistica di medie dimensioni stratifipati sesso e per eta compresa fra 20 e 91 anni
(mediatD.S.: 57+19,98 anni). Il numero dei soggeti: 25 tra i 21-30 anni di cui 8 donne e
17 uomini; 51 tra i 31-40 anni di cui 18 donne eWw&8nini; 39 tra i 41-50 anni di cui 15
donne e 24 uomini; 38 tra i 51-60 anni di cui 1hawe 27 uomini; 52 tra i 61-70 anni di cui
14 donne e 38 uomini; 32 tra i 71-80 anni di cudb&ne e 16 uomini; 51 tra i 81e 91 anni di

cui 28 donne e 23 uomini.

Per tutti i soggetti compresi nello studio i criteli esclusione erano rappresentati dalla
presenza di gravi malattie sistemiche o malattf@nmmatorie acute o croniche, disordini
endocrini metabolici clinicamente rilevanti (comgoeogni tipo di diabete), indice di massa
corporea lfody mass indefBMI)) < 18.5 o > 29.9, alcolismo o altre tossiqmehdenze, altri
disordini di tipo cognitivo, neoplasie, associaaai preparati estroprogestinici sia a scopo
anticontraccettivo che come terapia ormonale siistit (Hormone Replacement Therapy
HRT), terapia a base di altri ormoni o con farmactinfiammatori sia steroidei che non
steroidei, tutte condizioni che potrebbero alterBespressione dei parametri oggetto di
studio. Inoltre si escludevano soggetti che rifratao il consenso informato e le donne che
presentavano sanguinamenti vaginali, anomalie sepma di malattie alla mammella o

dell’endometrio.

Veniva reclutato anche un gruppo di 70 pazienti (@nini e 46 donne) con AD, di eta
compresa tra i 52 e i 92 anni (media = D.S. : 78&&nni) stratificati per sesso ma non per
eta, in quanto all'interno del gruppo studiato ralbbiamo rilevato delle variazioni eta
correlate dei parametri studiati. | pazienti AD ynivano 33 dall’ Istituto Geriatrico Camillo

Golgi” (Abbiategrasso Milano) e 37 dal DipartimemtioScienze Neurologiche, Centro “Dino
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Ferrari”, Universita di Milano. La diagnosi di denea era basata sui criteri del DMS-IV

(American Psychiatric Association, 1994); gli ADopebili venivano selezionati secondo i

criteri NINCS-ADRDA (McKhannet al, 1984) (Tab.2.2.1). La valutazione del paziente
includeva I'anamnesi, 'esame obiettivo e neuratoge la diagnostica per immagine (TAC

e/o RMN cerebrale).

Solo i soggetti che mostravano valori normali p@scun parametro considerato venivano
inseriti nel protocollo di questo studio. Per ogoggetto reclutato venivano eseguiti esami
ematochimici per escludere cause metaboliche dedeen(FT3, FT4, TSH, vitamina B-12 e
acido folico); venivano anche valutati alcuni indidi flogosi (coefficiente di

eritrosedimentazione e proteina C-reattiva).

Tutti i pazienti venivano sottoposti ad una serigedt neuropsicologici, tra cui 'MMSE.
Sulla base del punteggio MMSE, i pazienti venivatassificati come affetti da demenza
lieve (punteggio di MMSE 21; mediazD.S.: 23.5+1.8), moderata (punteggidMSE: 11-
20; mediatD.S.: 16.4+2.2) o grave (punteggio di MB4S10; mediatD.S.: 2.3+3.0).

Venivano esclusi dal reclutamento pazienti con Adh concomitanti patologie di natura
neoplastica o ematologica, recenti infezioni, otogmisti ad intervento chirurgico, grave
insufficienza epatica o renale, infarto miocardacdrauma cranico nei 6 mesi precedenti.
Venivano anche esclusi i pazienti che erano stéttbigosti nelle 2 settimane precedenti ad un
trattamento farmacologico anti-coagulante, aniamimatorio, corticosteroideo o

immunosoppressivo.

Segni di malnutrizione erano esclusi sulla basd’edaeime obiettivo e dei parametri

biochimici (in particolare albumina serica, vitamiB-12 e acido folico).

Dopo aver illustrato gli aspetti e le finalitd dmlotocollo, ottenuto il consenso, i soggetti
venivano sottoposti tra le 8.00 e le 12:00 a utiguwe di sangue dalla vena antecubitale del
braccio in condizioni di riposo. Il sangue venigzaolto sia per i controlli che per i pazienti
AD in due provette da 8 ml ciascuna per un voluotalé¢ di 16 ml di sangue intero. Le
provette erano VACUTAINER CPT™ contenenti sodio citrato Bécton Dickinson
VACUTAINER SystemFranklin lakes New Jersey). | campioni venivano poi trasporitati
contenitori termici al Dipartimento di Farmacolog@@hemioterapia e Tossicologia Medica ed

immediatamente separati i leucociti dal sangueangerecuperato il plasma.
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1.2.Separazione dei leucociti da sanque intero

La provetta VACUTAINER CPT™ & stata disegnata per la raccolta di sangue irtdeo

separazione delle cellule mononucleate. Si preseatae un tubo di vetro sotto vuoto
contenente una prima fase liquida di 0.45 ml diisoditrato 0.1M che funge da
anticoagulante, una seconda fase intermedia sotiafai gel in poliestere contenente un
gradiente di densita e la terza fase acquosa di &i polisaccaride e sodio diatrizoato in
soluzione (Ficoll 400° dense solution): queste tre fasi rappresentanonédium di

separazione. Tale configurazione permette la sejp@®@ cellulare attraverso un singolo

passaggio di centrifugazione.

Ogni campione di sangue in VACUTAINERCPT™ veniva capovolto 8-10 volte con
attenzione per miscelare in modo omogeneo tuttimmonenti al di sopra gel in poliestere e
centrifugato a temperatura ambiente (RT 20-25°@)30eminuti a 25000tation per minute
(rpm) secondo il principio per cui la separaziorgldelementi nel sangue dipende dal loro

movimento attraverso il medium di separazione.

Si formavano cosi le seguenti 7 fasi partendo al&d’ il plasma, una nebulosa bianca
costituita dalle cellule mononucleate e dalle piast la soluzione densa di Ficdl0d®, il gel

in poliestere, un altro strato di soluzione deniskicbll 400°, uno strato di granulociti e le
cellule rosse del sangue coagulate. Da questo monserprocedeva sotto cappa sterile a
flusso laminare fino alla conclusione della procadsperimentale. Venivano prelevati i
mononucleati della nebulosa attraverso diretta irsrare del puntale di una pipetta a volume
variabile P1000 e veniva recuperato il plasma cmase a -80 °C fino al momento dei
dosaggi plasmatici. Il volume di nebulosa prelevd@goentrambe le VACUTAINERCPT™
veniva trasferito in un tubo da 50 ml sterile euidld con PBS sterile PH 7.0 (8 gr NaCl, 0,2 gr
KCl, 1,44 gr NaHPQ; 1 L H,O, PH 7.4) fino ad un volume finale di 20 ml.

Si procedeva cosi ad un primo lavaggio agitanddrparsione 5 volte e centrifugando a RT
e 1500 rpm per 10 minuti. Scartato il surnatantgeilet di mononucleati, ottenuto dalla
centrifugazione, veniva risospeso in 14 ml di PBSSferiti, per un secondo lavaggio, in un
nuovo tubo da 15 ml sterile. Si centrifugava nuogata con le stesse condizioni del primo
lavaggio. Veniva di nuovo scartato il surnatante papovolgimento e ilpellet veniva
risospeso in un volume di Trizol, costituito daden(denaturante delle proteine, che permette
la precipitazione del guanidio nella fase fenolitanodo da eliminarlo), guanidio, (anch’esso
forte denaturante delle proteine ma in particoze#enzima RNAsi, che degrada 'RNA),
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ammonio tiocianato e glicerolo, proporzionle allee sdimensioni. | campioni venivano

conservati a -80°C fino all’estrazione dell’ RNA&k.

2. STUDIO NELL’ANIMALE

Gli animali venivano stabulati in condizioni standkzd ad una temperatura costante di 22/23
°C, con umidita del 65% e venivano sottoposti adagime di 12 ore di luce e 12 ore di buio,
con luce accesa a partire dalle 6.00. Venivanatnaon una dieta standard pellet (Diete
Standard, Charles River, Calco, Italia) e con aagubbitum

| trattamenti venivano condotti in animali cosciemtveniva prestata particolare attenzione

per evitare di esporre gli animali a fattori diess, quali rumori e variazioni di temperatura.

Tutti gli esperimenti venivano condotti in accordon i protocolli precedentemente
autorizzati dal Comitato per la Cura e I'Uso dellfaale dell’'Universita di Milano.

Per questo studio venivano eseguiti due diversrasenti, utilizzando i seguenti animali:

I° esperimento: 47 ratti femmina Sprague-Dawleyai@s River Calco, Como, Italia).

[I° esperimento: 25 topi APP23 di entrambi i s€divartis Pharma Basilea, Svizzera e per
gentile concessione della Dr.ssa Morbin e del DacGne, Fondazione I.R.C.C.S. Istituto

Neurologico C. Besta, Milano, Italia)

2.0.1. I° esperimento

Le ratte, suddivise in 4 gruppi sperimentali di IDunita ciascuno, venivano sottoposte ad

ovariectomia, fatta eccezione per il gruppo cotdr@atte intatte).

Gli animali venivano anestetizzati con chetamimiketam 500 - Virbac 40 mg/Kg i.p.) e
xilazina (Rompum® - Bayer, 20 mg/Kg i.p.) e sottep@d ovariectomia bilaterale. Venivano
praticate due incisioni dorsali, il tessuto adipesttocutaneo veniva staccato dalla cute ed
aperto; quindi il tessuto muscolare sottostanteveeperforato con una pinzetta ed entrambe
le ovaie venivano isolate ed asportate, dopo as@rratamente legato la tuba corrispondente,
per evitare emorragie. La muscolatura e la cutévaéeo poi richiuse con filo da sutura sterile

non riassorbibile (n° 3.5, SMI Belgio).

Dopo una settimana di convalescenza, a tutti gfnaln venivano somministrate le diverse

sostanze secondo il seguente schema di trattamento:

1. gruppo ratte intatte: 2Q@ di olio di semi contenente 1% di etanolo sc + Hirdcqua o0s;
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2. gruppo ratte ovariectomizzate + veicolo: 200i olio di semi contenente 1% di etanolo
sc + 1ml di acqua os

3. gruppo ratte ovariectomizzate + [B7estradiolo: 20Qul di 17-estradiolo (10ug/Kg/sc,
Sigma-Aldrich, Milano; Italia) disciolto in olio diemi + 1ml di acqua os

4. gruppo ratte ovariectomizzate + fitoestrogeno: @D@i olio di semi contenente il 1% di
etanolo sc + 1ml di fitoestrogeno (10 mg/Kg/os,r&sineral, Rottapharm, Monza,

Italia) disciolto in acqua.

Dal momento che l'estradiolo in polvere veniva sdiazato in etanolo, quest’ultimo veniva
aggiunto al veicolo (olio di sesamo) nei gruppicmi non veniva somministrato il 13-
estradiolo; inoltre, considerato che le due sostamstrogeno e fitoestrogeno, dovevano
essere somministrate per due vie diverse, perutarestress simile a tutti gli animali, veniva
fatto il doppio trattamento per via orale (0S) & p& sottocutaneo (sc), anche in caso di

somministrazione di solo veicolo.

Ogni 2 giorni veniva monitorato il peso corporegldanimali. Inoltre, prima del sacrificio, le
ratte appartenenti a tutti e 4 i gruppi sperimentahivano sottoposte a striscio vaginale
(smear te9t per determinare la progressione dello statoalkestle secrezioni vaginali
venivano raccolte mediante I'inserimento di unat@assterile, riempita cohO ul di salina
(0.9% NaCl), nella vagina delle ratte. La salinaniva rilasciata ed immediatamente
recuperata e le cellule in essa contenute, veniyagtie su un vetrino ed analizzate al

microscopio.

Inoltre prima del sacrificio 6 animali per gruppoemiwano sottoposti ad analisi

mineralometrica computerizzata, per analizzarestesda ossea a livello femorale.

La durata del trattamento era di 4 mesi, al terngdeiequali gli animali venivano sacrificati

per decapitazione, dopo anestesia mediante etere.

In tutti i gruppi sperimentali venivano prelevatipesati gli uteri, per valutarne il trofismo,
come controllo preliminare dell’avvenuto rimpiazestrogenico. Venivano anche prelevati
l'ippocampo e la corteccia frontotemporale, conagrsingolarmente in eppendorf contenenti
300 pl diRNA-later(Ambion-Invitrogen, S. Giuliano Milanese, Italie) quindi, congelati a -
20°C fino al momento dell’estrazione dellRNA.
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2.0.2. lI° esperimento

| topi venivano suddivisi in 5 gruppi, sacrificatel corso del tempo, in modo da ottenere
animali di eta diverse: 1, 3, 6, 9 e 12 mesi. kré@io avveniva mediante iniezione
intraperitoneale (ip) di tiletamina-zolazepam (§§/10g), seguito da infusione intracardiaca
di Embutramide (0,2 ml).

Anche in questo caso da ciascun animale venivaetevati corteccia fronto-temporale e

ippocampo, che venivano conservati come precedemtenspiegato.

2.1.Estromineral

Estromineral e formulato in compresse contenendintjta bilanciate di Isoflavoni di Soia,
Fermenti lattici probiotici l(actobacillus sporogengsCalcio, Vitamina D3 ed estratto di
Equiseto. | fitoestrogeni contenuti in Estrominesaho isoflavoni di soia (l.s.) ottenuti da
estratti purificati e titolati di semi di soi&Glycine max L), geneticamente non modificata
(GMO fred. E usato uno speciale processo di estrazionejfpeper la frazione flavonica

dei semi di soia, che consente di mantenere laufalita” degli I.s., ossia di mantenere le
stesse proporzioni in cui gli I.s. sono presenti @i di soia, per sfruttare il sinergismo
naturale dei principi attivi. Gli estratti sono tstdepurati dai componenti inerti per ottenere
una concentrazione di I.s. del 40%. Non e statettefito nessun processo che potesse alterare

la struttura chimica e il rapporto naturale degli |

Ogni compressa di Estromineral contiene 150 mgsttato di semi di soia, pari a 60 mg di
I.s., e, in particolare, pari a 30 mg di genist{itg3-glucoside della genisteina) e 30 mg di
daidzina (il B-glucoside della daidzeina). Lactobacillus sporogenescinde il legame
glicosidico dei fitoestrogeni di soia, liberanda ghliconi attivi, ossia la genisteina e la
daidzeina; questo processo e indispensabile pdoral assorbimento e per potenziarne
I'efficacia. Inoltre, favorisce la biotrasformazeuella daidzeina in equolo. Quest’ultimo, per
la sua analogia strutturale con I'estradiolo, eedaponente piu attiva degli I.s. e dei loro
metaboliti.

2.2.Mineralometria ossea computerizzata (MOC - ratto)

Una settimana prima del sacrificio, 6 animali peuppo del 1° esperimento venivano

anestetizzati con Tiopentale Sodico (Penthotal 8od+ Abbott, 70 mg/Kg i.p.), posizionati
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supini con completa abduzione dei 4 arti e scamasia@on . Hologic QDR-1000 instrument
(Hologic Inc., Waltham, MA, USA), dotato di woftwareapposito per piccoli animali da
ricerca. Al fine di rivelare eventuali stati degeatesi, si misurava il contenuto osseo minerale
(BMC) e la densita minerale ossea (BMD) a livelembrale, in particolare del femore
sinistro, scegliendo 3 regioni di interesse, d&€e@I: I'intero femore, la metafisi femorale
distale e la diafisi femorale centrale. | risulta¢inivano forniti come area totale, espressa in
cn?, della planimetria di specifici segmenti selezian8MC, espressa in mg, e BMD,
espressa in mg/chulelle ROI. | coefficienti di variazione erano @ per la BMC femorale

e dello 1% per la BMD femorale.

2.3.1solamento di leucociti da milza (ratto e topo)

Sotto cappa sterile a flusso laminare le milzeguagie dagli animali venivano ripulite da
eventuali residui di adipe e poste in Petri contgt0 ml di PBS sterile PH 7.0 (8 gr NacCl,
0,2 gr KCI, 1,44 gr NaHPQ, 1 L H,O, PH 7.4). L'involucro esterno veniva rotto
delicatamente mediante un ago sterile, per permeetefuoriuscita dei leucociti. La capsula
esterna, ormai passata da un rosso-marrone adancobtrasparente, veniva scartata e le
cellule risospese nel PBS al fine di ottenere uospensione cellulare omogenea. Tale
sospensione veniva poi raccolta in un pellet traroé@ntrifugazione a 1200 rpm e 4°C per 5
minuti. Scartato il surnatante,gklletveniva lasciato asciugare capovolto, risospe&®oul

di Trizol e conservato in —80 C ricoperto da stdgndata la sensibilita alla luce del Trizol.

2.3.Istochimica di sezioni cerebrali (ratto e topo)

2.3.1. I° esperimento

I cervelli di 3 animali per gruppo venivano rimgdsimediatamente immersi in fissativo non
aldeidico (Alcolin ®, Diapath S.p.A, Martinengo, gamo, Italia) e conservarti a 4°C per
almeno 7 giorni. In questo modo venivano inibiteatevita litiche post-mortali della cellula,

rendendo insolubili i componenti strutturali, stelziando le proteine ed inattivando gli
enzimi idrolitici. Successivamente i cervelli veano trasferiti in biocassette (Bio Optica
S.p.A., Milano, Italia) e disidratati in alcool aaglazioni crescenti (alcol 70% 2 ore, alcool
80% 2 ore, alcool 90% 2 ore, alcool 95%ernighted alcool 100% 2 ore; Fluka - Sigma-
Aldrich).
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| campioni venivano, quindi, diafanizzati in xilofger 5 ore e pobvernight per rendere il
cervello, gia privato dell'acqua, diafano, ovverasparente, e penetrabile da parte della
paraffina.

I cervelli venivano incubati a caldo in paraffinguida (Bio Optica) in stufa a 60°C, per
permetterle di sostituirsi al solvente all'interni@l pezzo istologico, e divisi in 4 parti
mediante sezione coronale (A = corteccia, B = ippgao, C = talamo e D = cervelletto);
venivano poi incluse in paraffina all’aria e mometat supporto solido.

Tutte le inclusioni venivano tagliate in sezionisdium di spessore utilizzando un microtomo
manuale (Leica Microsystems S.r.l., Milano, Italiédccolte su vetrini cromalinati (5g di
gelatina tipo 1 — Sigma Aldrich — 1 g di KCr(S®4)Carlo Erba reagenti — 1 o 2 cristalli di
timolo — BDH) e lasciati aderire al vetrino in st 60°Covernight

Seguiva colorazione con Ematossilina-Eosina secdad@rocedura standard: i vetrini
venivano deparaffinati in xilolo per 10 minuti, deatati usando una scala discendente di
alcoli (100%, 95%, 90%, 80%, 70% per 5 minuti ciasw) e, quindi, lavati in acqua distillata
(2 x 5 minuti). | vetrini venivano immersi in emasilina per 10 minuti (Bio Optica), per
evidenziare i nuclei, lavati in acqua e, quindimarsi per 5 minuti in soluzione di Eosina
(Bio Optica), per evidenziare le strutture citophasiche. Le sezioni venivano poi disidratate
(passaggi rapidi in scala di alcool ascendentehiariticate in xilolo. Infine, sui preparati
veniva applicato un vetrino copri-oggetto fissabm &ukitt (Bio Optica), una resina sintetica

con lo stesso indice di rifrazione del vetro.

In nessuna delle sezioni esaminate erano presH#atazoni significative rilevabili alla
colorazione istologica di routine, percio si scegi di eseguire lindagine
immunoistochimica solo sulle sezioni relative altateccia temporale e allippocampo, che

sono le aree maggiormente affette nella malattidzheimer.

2.3.2. 1I° esperimento

Icervelli venivano rimossi, immediatamente fissaii formalina e conservarti a 4°C.
Successivamente i cervelli venivano tagliati inigezcoronali, passanti per A = corteccia
frontale, B = ippocampo, C = talamo e D = cervédlee trasferiti in biocassette (Bio Optica
S.p.A., Milano, Italia). I campioni venivano disadati in alcool a gradazioni crescenti,
diafanizzati in xilolo ed inclusi in paraffina sewo le procedure precedentemente descritte.
Le sezioni cerebrali venivano poi colorate con Hmssitina-Eosina secondo la procedura

standard.
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2.4. Immunoistochimica di sezioni cerebrali (ratto e top

2.4.1. I° esperimento

Le sezioni venivano deparaffinate, reidratate etlawcome precedentemente descritto. La
perossidasi endogena veniva inibita mediante irgoha di 15 minuti in HO, al 3% (Merck

S.p.A., Milano, Italia), diluita in acqua distilkat

| vetrini venivano immersi in acqua distillata (25xminuti) e, quindi, in tampone fosfato
all'l% (10x PBS, GIBCO, Milano, Italia) diluito iracqua distillata. Per saturare i siti
aspecifici i vetrini venivano incubati per 20 minaon siero di pecora (normgbat serum,
Dako Italia S.p.A., Milano), diluito 1:20 in PBSi @ocedeva poi con incubaziongernight
ad RTcon i seguenti anticorpi primari:

1. CD36, (policlonale Abcam, Cambridge, UK diluitelO in PBS) per evidenziare le cellule
che esprimono questo marcatore;

2. Glial Fibrillary Acidic Protein, (GFAP policlonale Dako Italia S.p.A diluita 1:500PBS)
marcatore di gliosi astrocitaria

3. Anti-Ferritina (policlonale. Dako diluito 1:50@& PBS), utilizzato come marcatore dei

monociti-macrofagi.

Il giorno successivo I'eccesso di anticorpo verslianinato mediante 3 lavaggi da 5 minuti
ciascuno con PBS ed i vetrini venivano incubatiJera con il sistema EnVision policlonale
(Dako ltalia S.p.A.), diluito 1:2.

Dopo 3 lavaggi in PBS, come metodo di rivelazioneniva utilizzata la 3-3
diaminobenzidina (DAB, Dako Italia S.p.A.). Le pssalasi legate al complesso anticorpo
secondario/terziario, in presenza di perossidoddbgeno, catalizzano I'ossidazione della
DAB, determinando la comparsa di un precipitatorora ben visibile. La reazione, dopo 3-5
minuti veniva bloccata con acqua distillata. Sussesnente i vetrini venivano blandamente
controcolorati per immersione in ematossilina (&2oxndi), disidratati mediante passaggi
rapidi in scala ascendente di alcool e chiarifieatkilolo. Infine si procedeva al montaggio
con Eukitt ed all'osservazione al microscopio (Esé ES800, Nikon, Japan).

2.4.2. lI° esperimento

Veniva eseguita I'analisi immunoistochimica utibzwo I'anticorpo anti-CD36 secondo le
metodiche precedentemente descritte. L'utilizzdodimalina come fissativo, pero, rendeva

necessario uno smascheramento dei siti antigerimiapdell’icubazione con il perossido di
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idrogeno, lasciando i campioni in forno a microorda tampone citrato pH 6.0 10 mM per 6
minuti.

| vetrini marcati con il CD36 venivano colorati &eccon la metodica istochimica della
tioflavina S, che consente di evidenziare in flgosnza la presenza di proteine con struttura
secondaria i-sheetsconformazione tipica dell’amiloide.

| campioni venivano incubati per 10 minuti al beimn tioflavina S; seguivano dei lavaggi in
alcool 80° (2x2 minuti) ed in acqua distillata (4x2nuti). Infine, si procedeva al montaggio
con glicerina ed Eukitt.

3. COLTURE CELLULARI N9

La linea immortalizzata di microglia murina N9, ¢ignente donata dalla Dr.ssa Ricciardi,
veniva coltivata in IMDM [scove’s Modified Dulbecco’s Medid&uroclone, Pero, Italia)
addizionato con il 5% di siero bovino fetale (FBSyroclone), o 1% di penicillina 10000
U/ml/ - streptomicina 1000Qug/ml (Euroclone), e lo 1% di L-glutammina 200 mM

(Euroclone) e mantenuta a 37 C con il 5% dp,CO

3.1. Trattamenti cellulari

Le cellule venivano contate e piastrate il giormomp dei trattamenti ad una densita di
5x1F/ml in piastre da 12 pozzetti.

Nei due giorni successivi le cellule venivano atdtsecondo il seguente schema, mediante
I'aggiunta al medium di coltura di 1F-estradiolo oTumor Necrosis Factoor (TNF-a)17{3-
estradiolo 8 ore prima di TN&:

» 17{3-estradiolo insieme a TNé&:

= 17{3-estradiolo 8 ore dopo TNé&:

= solo 178-estradiolo;

»= solo TNF4g;

I TNF-a od il 17f3-estradiolo (quando da solo) venivano aggiuntideasper permettere

un’incubazioneovernight
Le cellule non trattate venivano utilizzate comatoallo.

Allo scadere dei tempi di incubazione le cellulenivano raccolte mediante distacco con
tripsina (MMedical, Cornaredo, Italia) e concerdrat unpellet mediante centrifugazione a
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1000 rpm e 4 C per 10 min. plellet veniva poi lasciato asciugare sotto cappa, risusje

500l di Trizol e conservato al buio in =80 C fino abpessamento per le successive analisi.

4. ESTRAZIONE DELL'RNA TOTALE

Veniva estratto I'RNA totale dai vari tessuti anlht@nservati in RNA-later, dai leucociti, sia

umani che animali, separati e risospesi in Triealalla linea immortalizzata N9.

Nel caso delle cellule leucocitarie o N9, i campialal -80°C venivano scongelati e
omogeneizzati direttamente con un ultraturrax aramerticali; nel caso dei tessuti, invece,
ne veniva prelevata una parte e veniva omogenaiznadiante |'ultraturrax in 50Ql di

Trizol. Le fasi che seguivano erano comuni.

L’'omogeneizzato veniva trasferito in una provettald5 ml e lasciato riposare per 5min i
ghiaccio. Venivano aggiunti 200 pl di cloroformi@igma-Aldrich) e si agitava per 15
secondi leggermente. Il composto veniva incubatd3painuti in ghiaccio e poi centrifugato
per 15 minuti a 12000 x g a 4 °C (temperatura atiénper I'inattivazione della funzionalita
dell’enzima RNAsi). Dopo la centrifugazione si sep@ano due fasi: acquosa, contenente
I'RNA (surnatante), e fenolica, contenente le conssti lipidiche (sottonatante), mentre
all'interfaccia tra le due vi era un anello costdudelle proteine denaturate ed il DNA. Il
surnatante veniva trasferito in una nuova provettanivano aggiunti 500 pl di isopropanolo
(Sigma-Aldrich), che precipita selettivamente I'RNM&solubile in esso. Il tutto veniva
vortexato e incubato per 10 minuti a RT. Dopo kibhazione si procedeva ad una seconda
centrifugazione per 10 minuti a 12000 x g a 4 1Gurnatante veniva eliminato edllet
venivano aggiunti 200 pl di etanolo 70% per un ¢aya. Il tutto veniva centrifugato per 5
minuti a 7500 x g a 4 °C, il surnatante veniva eilato ed ilpelletasciugato sotto vuoto per
circa 2 minuti. llpelletveniva quindi risospeso in una quantita di forngemninima di 20 pl
circa, che poteva essere aumentata proporzionameaie dimensioni depellet Se si
verificava qualche problema nella risospensione piellet per non aggiungere altra
formamide, che avrebbe diluito eccessivamente I'RIdArovetta veniva lasciata per qualche
minuto in ghiaccio. L'RNA estratto con tale procealuisultava cosi costituito: al 90% circa
da rRNA; al 7% circa da mRNA e all’1% circa da tRNA

La concentrazione dellRNA estratto, espressa iimhgveniva letta allo spettrofotometro
(Amersham Pharmacia, Milano, Italia), impostata &linghezza d’onda di 320 nm, al fattore
di diluizione 10 (18 ul di acqua + 2 ul di RNA edto) ed alla concentrazione di 0,1 M. Lo

strumento veniva tarato usando un bianco costitlgtd 8 pl di acqua + 2 pl di formamide.
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Allo spettrofotometro veniva letta anche riio, indice del grado di purezza dell’estratto,
data dal rapporto tra I'assorbanza a 260 e queR8( che deve variare tra 1.9 e 2.0. |l
residuo dei 20 pl di RNA, diluito 1:10, preparaérpa lettura allo spettrofotometro, veniva
sottoposto ad un’elettroforesi su gel di agaros¥ don 2.5 pl di etidio bromuro, un
intercalante delle basi azotate che emette lucevisddile se colpito da raggi UVA, e che
migra in senso opposto rispetto agli acidi nucldia vaschetta di supporto del gel veniva
immersa in TAE (TAE = Tris-base 2 M, acido acetgiaciale, EDTA 0.5 M), e 'RNA, al
termine di una corsa elettroforetica di 40 minu8aV, migrava in base al peso molecolare,
alla forma ed alla carica elettrica e, infine, wanvisualizzato tramite una fluorescenza
indotta dai raggi di una lampada ultravioletta (UVper valutare l'integrita degli RNA
estratti: risultavano cosi visibili due bande deata e spessore diverso, una banda da 5.1 Kb
chiamata 28 S (laddove S indica il coefficientsellimentazione espresso in unita Swedberg)
ed un’altra banda da 2 Kb, chiamata 18 S. | camugioRNA estratto venivano poi conservati

a —80 °C fino al momento della retrotrascrizione.

5. RETROTRASCRIZIONE (RT)

La retrotrascrizione veniva eseguita usando unaerdrazione di RNA pari a 250 ng/ul; per
ottenere tale concentrazione 'RNA dei campionrastveniva opportunamente diluito; di
questo RNA diluito ne venivano prelevati 4 ul (otale 1000 ng di RNA; Hattoret al,
1999).

A seconda del tipo diPolymerase Chain ReactiofPCR) che sarebbe seguita

(semiquantitativa o quantitativa), venivano segiuie protocolli diversi di RT.

5.1.RT per PCR semiquantitativa (campioni umani)

Veniva preparato umix per retrotrascrivere 'RNA cosi composto: 1 plpdimer la cui
sequenza era costituita da 18 T (oligo dT; Lifehiemlogies, S. Giuliano Milanese, Italia), 1
ul di enzima trascrittasi inversa proveniente dalssdella leucemia murina di Molony (M-
MLV, GIBCO), 0.4 ul di deossiribonucleotidi, ANTEyroclone), 2 ul di DTT (GIBCO), 4 ul
di Buffer (Buffer: TRIS-HCI 250 mM a pH 8.3; HCI 8/mM; MgChL 15 mM; GIBCO), 1 ul

di RNAsi inibitore (Promega, Milano, Italia) ed ugaantita di acqua filtrata ed autoclavata
tale da arrivare ad un volume finale di 16 pl. Audi RNA estratto, ed opportunamente
diluito, venivano aggiunti i 16 pl dnix-RT per un volume totale pari a 20 pl. | tubi cosi

preparati venivano messi in un termociclatore (TNERIYBAID, PX2 New, Ashford-
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Middlesex, Inghilterrra) con impostato un programainaso in 2stages 37 °C per 50 minuti

e 70 °C per 15 minuti (fase della retrotrascrizjone

5.2.RT per PCR gquantitativa (campioni animali)

Per ripulire i campioni da eventuale contaminazidaeDNA, che inficerebbe l'esito della
PCR, ai 4ul di diluizione venivano aggiunti @l di mix, contententeRNase FreeDNasi
(Promega), e i campioni venivano fatti termociclare87°C per 30 minuti. Per bloccare
I'attivita dell’enzima veniva aggiunto fil di Soluzione di Stop (Promega), seguito da uno
step a 65°C per 10 minuti. Si procedeva poi coretietrascrizione dalg di RNA mediante

il High Capacity cDNA Reverse Transcription ,K@ion RNasi inibitore incluso (Applied
Biosystems, Monza, Italia), in accordo con le wioni della ditta produttrice. | campioni
venivano poi fatti termociclare per 10 minuti a @5per 120 minuti a 37°C e per 5 minuti a
85°C.
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6. PCR SEMIQUANTITATIVA

Veniva amplificato un tratto di cDNA prodotto pefl Rorrispondente ai geni per CD 36, ER-
a, ERf}, PR-A/B, IGF-1R e IL-6 a seconda daiimer specifici utilizzati. Venivano usati
primer specifici sintetici per i geni del CD36primer sense di uomq 5-
GAGAACTGTTATGGGGCTAT-3; primer antisense  di uomaq 5-
TTCAACTGGAGAGGCAAAGG-3’; dimensioni dell amplifide 389 bp; ERx primer
sensedi uomo 5-GATGGTCAGTGCCTTGTTGATGC-3'primer antisenseuomo 5'-—
GCAGATTCATCATGCGGAACCGAG-3’; dimensione dellampliaito 380 bp; ERB
primer sensali uomo 5-GTCCATCGCCAGTTATCACATC-3'primer antisensali uomo
5-GCCTTACATCCTTCACACGA-3’; dimensione dellampldato 250 bp; PR-A/Brimer
sensedi uomo, 5-CCTCGGACACCTYGCCTGAA-3 primer antisensedi uomo, 5-
CGCCAACAGAGTGTCCAAGAC-3’; dimensione dell’amplifita 239 bp; IGF-1Rorimer
sensedi uomo 5-ACGCCAATAAGTTCGTCCAC-3’;primer antisensedi uomo 5-
TCCATCCTTGAGGGACTCAG-3’; dimensione dell'amplificatl80 bp; IL-6primer sense
di uomo 5-AAAGAGGCACTGGCAGAA-3’; primer antisense di uomo 5'-
AGCTCTGGCTTGTTCCTCAC-3’; dimensione dell’amplifical83 bp.

Tutti i primer venivano acquistati dalla Invitrogen-Life TechnaksyMilano, Firenze, Italia;
la ditta forniva anche le relative concentrazioai gfimer da cui veniva calcolata la quantita
ottimale da usare per la PCR. Veniva preparato aRGR cosi composto: 0.5 pl di una
speciale DNA polimerasi resistente alle alte terapege chiamata TAQ — polimerasi (Euro —
Taq, Euroclone S.p.A., Pero, Milano, Italia), 3diBuffer (Buffer: (NH;),SO, 160 mM; 670
Mm TRIS-HCI a pH 8.3, 0.1% Tween-20) e 0.9 ul di NEuroclone), 0.3 pl di dNTP
(Euroclone) e acqua in quantita tale da arrivareragolume finale di 10 pl. 1 10 pl di mix-
PCR venivano aggiunti a 18 pl di acqua + 2 pl digef un volume totale di PCR pari a 30
ul. L'amplificazione del templato veniva eseguit@ubando le provette in un termociclatore
(THERMOHYBAID, PX2 New) impostato con un programmer la PCR diviso in 3tage
ognuno con diversstep PCR 1-95 °C per 30 secondi (denaturazione); PCR sgep 94 °C
per 30 secondi; lIStep temperatura dannealing(specifica per ognprimer, la temperatura
teorica veniva comunicata dalla ditta di sintesigténer e, a partire da questa, mediante una
serie di prove, veniva stabilita quella ottimaley B0 secondi; llIstep 72 °C per 30 secondi
(allungamento). PCR 3- IStep 72 °C per 5 minuti; lI°step4 °C per 20 orehplding
temperaturg Parallelamente veniva amplificata la gliceradigeB-fosfato-deidrogenasi
(GAPDH) (primer senseb’ — GCCATCAACGACCCCTTCATTG — 3’primer antisenses’
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— TGCCAGTGAGCTTCCCGTTC - 3’; dimensione dell anfiglaito 500-600 bp)
(Invitrogen-Life Technologies) degli stessi campj@d una temperatura dnnealingdi 65.3
°C e per 30 cicli. Per visualizzare I'amplificateeniva utilizzato il metodo dell’etidio
bromuro. | prodotti della PCR venivano separati isueie corsa elettroforetica su gel di
agarosio al 2% con 2.5 ul di etidio bromuro, in TARisualizzati tramite una fluorescenza
indotta dai raggi di una lampada ultravioletta (UVAlintensita di ogni banda di
amplificazione veniva quantificata utilizzando ustema computerizzato di acquisizione e
analisi dellimmagine (VersaDOC, Bio-Rad, Milanctalia) dotato di un software di
quantificazione delle bande (Quantity ONE-Bio-Rdd). densita risultanti di tutti i geni di
interesse venivano espresse relativamente allespondenti densita delle bande del GAPDH
(housekeeping gehédello stesso campione (Hattati al, 1997; Kobayashet al, 1999). In
questo modo, calcolando il rapporto tra i valomsltometrici delle bande dei diversi geni e
del GAPDH, si ottiene un valore numerico che e foimz della sola quantita di mRNA dei
geni presenti nel campione, con la garanzia di aleninato eventuali errori dovuti

all'utilizzo di quantita di RNA totale non perfetteente identiche tra i diversi campioni.

7. Real-Time PCR QUANTITATIVA

Venivano disegnatrimersgene-specifici (Life Technologies) per CD36 e GARIN modo
che il primer sensee quelloantisensecadessero su due esoni diversi separati da unatr
per evitare 'amplificazione di DNA genomico. Legsenze deprimerserano: CD3Grimer
sensdli rattg 5° — ATTCTCATGCCGGTTGGAGACCTA — 3'primer antisenseli rattq 5’
— AAACTGTCTGTACACAGTGGTGCC - 3'; GAPDHprimer sensedi rattg 5 -
TCTAGAGACAGCCGCATCTTCTTGTG - 3’; primer antisensedi rattq 5 -
ACAAGAGAAGGCAGCCCTGGTAA - 3'; CD36 primer sensedi topg 5 -

ATGACGTGGCAAAGAACAGCAG - 3; primer antisense di topgq 5 -
AAGATGGCTCCATTGGGCTGTA - 3’; GAPDH primer sensedi topg 5 -
AACTTTGGCATTGTGGAAGG - 3'; primer antisense di topg 5 -

ACACATTGGGGGTAGGAACA — 3'. | primers venivano utdzati ad una concentrazione
finale di 400 nM su un volume finale di reazione2&iul. Tutti i campioni, performati in
duplicato, venivano diluiti 1:2 ed amplificati madie una reazione conMaxima" SYBR
Green/ROX gPCR Master Mix 2¥ermentas-MMedical). | geni venivano amplificati
mediante il sistema di rilevazione sequenziale RBSm™ 7000 (Applied Biosystems) ed il
software SDS versione 1.2.3. Per il termociclatore venigato un protocollo standard a 2
step (95°C per 15 secondi, 60°C per 1 min, ripetuto 4Mey, seguito da uno step di
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dissociazione a 95°C per 15 secondi, a 60°C pege20ndi ed a 95°C per 15 secondi, per
individuare l'eventuale formazione di dimeri girimers La quantificazione relativa
dell’espressione genica veniva calcolata mediamt@parazione del CT (ciclo soglia) e

normalizzata all’espressione del gémeisekeepinGAPDH.

8. DOSAGGI PLASMATICI

Venivano eseguiti dosaggi plasmatici per estradi@do progesterone con tecnica
radioimmunologica (RIA) e per IGF-1 con tecnica iomoradiometrica (IRMA) nei campioni
umani; nei campioni di ratto veniva, invece, esegguin dosaggio di tipo immunoenzimatico
colorimetrico (ELISA).

La procedura RIA comporta la competizione tra utigene radioattivo e uno non radioattivo
per un numero fisso di siti leganti I'anticorpo. gaantita di ormone marcato con [I-125]
legato all’anticorpo e inversamente proporziondlee @ncentrazione di ormone presente non
marcato. La separazione dell'antigene libero ettegaottiene usando un sistema con doppio

anticorpo.

by

La metodica IRMA €& una saggio non-competitivo ini danalita da dosare viene
“intrappolato” tra due anticorpi. L’anticorpo prim@ si trova immobilizzato sulle pareti delle
provette fornite; 'anticorpo secondario, invecenarcato con [I-125], e serve pertanto per la
rilevazione dell’antigene in studio. L’'analita pease nei campioni plasmatici, gli standards e
i controlli forniti si legano ad entrambi gli antipi e formano un complesso definito

“sandwich”.

Il saggio ELISA ha lo scopo di accertare la preaedizun antigene nel campione biologico
mediante una metodica competitiva: I'antigene presenel campione compete con un
antigene marcato con perossidasi nei confrontrageitorpo diretto contro l'antigene ed
adsorbito su micro-piastra. L’'aggiunta di un suddsir per la perossidasi, come la
tetrametilbenzidina (TMB), determina una reazioromlmetrica. L'intensita del colore
sviluppato & proporzionale alla concentrazionerdigene marcato e, quindi, inversamente

proporzionale alla concentrazione dell'antigenespnée nel campione.

8.1.17-Bestradiolo

Nelluomo la quantita plasmatica di Bfestradiolo veniva valutata con un kit commerciale
DSL-39100 %' (Diagnostic System Laboratories, Webster, Texas).
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La sensibilita del metodo era 0,6 pg/mL, i coeéfidi di variazione (CV) intra ed inter-

dosaggio erano 3,5 % e 4,1 % rispettivamente.

Nel ratto i valori plasmatici di 1B-estradiolo venivano valutati con un kit commereihV -

estradiol (DiaMetra S.r.l.-Alifax, S.p.A., PolvesatPadova, Italia).

La sensibilita del metodo era 8,68 pg/mL, i coédinti di variazione (CV) intra ed inter-

dosaggio erano 2.3 % e 1.7 % rispettivamente.

8.2.Progesterone

| livelli plasmatici di progesterone venivano vatitcon un kit commerciale DSL-3900
ACTIVE® (Diagnostic System Laboratories, Webster, Texas).

La sensibilita del metodo era di 2,06 ng/mL, i éoednti di variazione (CV) intra ed inter-

dosaggio erano 3,9 % e 3,8 % rispettivamente.

8.3.I1GF-1

La quantita di IGF-1 nel plasma veniva valutata gorkit commerciale DSL-2800 ACTIVE

Non-Extraction (Diagnostic System Laboratories, ¥fel) Texas).

La sensibilita del metodo era O@/dL, i coefficienti di variazione (CV) intra ed ter-

dosaggio erano 5,3 % e 8,9 % rispettivamente

8. ANALISI STATISTICA

| valori sperimentali ottenuti venivano espressneomedia +errore standard medio (SEM). |
confronti multipli venivano eseguiti con il test Bionferroni, preceduto da ANOVA. Le
correlazioni venivano calcolate con il test di Bear L’analisi statistica veniva effettuata
utilizzando il pacchettsoftware Jandel SigmaStat versione 3.0 (Jandel Scientifidolgm
Erktrath, Germania). Venivano considerate signifiea le differenze con un valore di
P<0.05.

157



Risultati

RISULTATI

158



Risultati

STUDIO NELL'UOMO

1. ESPRESSIONE LEUCOCITARIA DElI PARAMETRI BIOCHIMIC |
NEI PAZIENTI AD E SOGGETTI CONTROLLO

Espressione genica di CD36 in leucociti

Si osservava una riduzione statisticamente sigifia di CD36 nei pazienti AD rispetto ai
soggetti controllo indipendentemente dall’'eta séi’'momo [(AD): 0,48 + 0,06vs (21-30):
1,14 + 0,22; (31-40): 1,21 + 0,17; (41-50): 1,3D,24; (51-60): 1,20 + 0,24, (61-70): 1,20 +
0,24; (71-80): 1,19 £ 0,34; 81-91: 1,26 + 0,18; P&)(Fig. 1.1.) che nella donna [(AD): 0,58
+ 0,03vs (21-30): 1,91 + 0,39; (31-40): 1,91 + 0,48; (41:50,86 + 0,49; (81-91): 1,24 +
0,16; P<0,05] (Fig. 1.2.).
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I Co (21-30); n=10
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[ Co (41-50); n=17
[ Co (51-60); n=20
I Co (61-70); n=16
I Co (71-80); n=13
[ Co (>81); n=20
I AD; n=23

FIGURAL.1. Espressione leucocitaria di CD36 in soggetti ailur e
pazienti AD maschi. | valori sono espressi come MEB SEM. * P < 0,05
Vs gruppi controllo.
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Nella fascia d’eta 51-60 anni nella donna, periadocui si verifica la transizione
menopausale, si osservava una diminuzione di CB8&gpnabile a quella delle pazienti AD
[(51-60): 1,01 + 0,11vs (AD): 0,58 + 0,03; P = NS] e tale riduzione petes con
'aumentare dell’eta [(61-70): 0,64 + 0,07; (71-80)74 + 0,06] (Fig 1.2.).
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1.5 1

1.0 1

CD36 / GAPDH mRNA
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B Co (21-30); n=7
Il Co (31-40); n=7
I Co (41-50); n=9
[ Co (51-60); n=5
B Co (61-70); n=13
BN Co (71-80); n=15
= Co (81-90); n=27
I AD; n=45

FIGURA 1.2. Espressione leucocitaria di CD36 in soggetti cdiure
pazienti AD femmine. | valori sono espressi comek + SEM. * P < 0,05
vs gruppi controllo (21-30); (31-40); (41-50); (9D).

Espressione genica di ERR-ed ER£in leucociti

Negli uomini, non si riscontravano differenze teadue isoforme recettorialy e p. Nelle
diverse fasce d'eta, i liveli di mRNA non preserdno variazioni statisticamente
significative, sia per ER-(P = NS) (Fig. 1.3.), che per BR(P = NS) (Fig. 1.4.).

Nei pazienti AD di sesso maschile non vi erano amoni statisticamente significative

rispetto ai soggetti sani di pari eta, (P = NSp¢-il.3. e 1.4.).
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FIGURA 1.3. Espressione leucocitaria di ER4n soggetti controllo e
pazienti AD maschi. | valori sono espressi come NP SEM. P = NS.
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FIGURA 1.4. Espressione leucocitaria di ERin soggetti controllo e pazienti
AD maschi. | valori sono espressi come MEDIA + SHM= NS.

Nelle donne si osservava che, nella fase di tramm®zmenopausale vi era un aumento
statisticamente significativo di entrambe le isoferrecettoriali rispetto ai soggetti controllo
piu giovani e piu anziani: ER{(51- 60): 1,82 + 0,44s(21-30): 0,63 + 0,16; (31-40): 0,42 +
0,17; (41-50): 0,64 + 0,14; (61-70): 0,53 + 0,18180): 0,59 £ 0,09; (81-91): 0,62 + 0,07;
P<0.05] (Fig. 1.5.) e ER-[(51- 60): 1,18 + 0,39s(21-30): 0,53 £ 0,13; (31-40): 0,48 + 0,15;
(41-50): 0,44 £ 0,08; (61-70): 0,41 + 0,18; (71:8Dp4 £+ 0,12; (81-91): 0,48 + 0,08; P<0,05]
(Fig. 1.6.). Inoltre, nelle donne della fascia d'ebl1-60 si osservava un aumento
statisticamente significativo rispetto ai pazieAD sia di ERe [(51- 60): 1,82 *+ 0,44/s
(AD): 0,55 + 0,04; P<0,05] (Fig. 1.5.). che di BR{51- 60): 1,18 + 0,3%s (AD): 0,43 *
0,04; P<0,05] (Fig. 1.6.)
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FIGURA 1.5. Espressione leucocitaria di ER-in soggetti controllo e
pazienti AD femmine. | valori sono espressi comek + SEM. * P < 0,05

vs gruppi controllo e AD.
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FIGURA. 1.6. Espressione leucocitaria di HR4n soggetti controllo e
pazienti AD femmine. | valori sono espressi comek + SEM. * P < 0,05
vs gruppi controllo e AD.

Espressione genica di IL-6 in leucociti

Nei soggetti maschi, non vi era alcuna variazidagsticamente significativa di IL-6 sia nelle
diverse decadi di eta (P = NS) (Fig. 1.7.) chestigpai pazienti AD (P = NS) (Fig. 1.7.).
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FIGURA. 1.7. Espressione leucocitaria di IL-6 in soggetti colbree
pazienti maschi. | valori sono espressi come MEBIBEM. P = NS.

Nella donna, in fase di transizione menopausalesservava un picco di espressione di IL-6
statisticamente significativo sia rispetto alle dersane di diverse eta [(51-60): 3,00 + 45
(21-30): 1,36 £ 0,50; (31-40): 1,02 + 0,40; (41-5DpP7 + 0,30; (61-70): 0,96 + 0,50; (71-80):
1,11 + 0,31; (81-91): 1,78 £ 0,35; P<0,05] (FigB)1.che rispetto ai pazienti AD [(51-60):
3,00 £ 0,75/sAD: 0,68 £ 0,06; P<0,05] (Fig. 1.8.)
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I Co (41-50); n=8
1 Co (51-60); n=5
B Co (61-70); n=6
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Il AD; n=26

FIGURA 1.8. Espressione leucocitaria di IL-6 in soggetti colidrce
pazienti AD femmine. | valori sono espressi comeDE + SEM. * P <
0,05 vs gruppi controllo e AD.

Espressione genica di PR-A/B in leucociti

Negli uomini non-dementi PR-A/B aumentava progressiente con I'eta fino a raggiungere

un picco nella decade di etd compresa tra i 45@ anni, per poi diminuire nella decade
successiva e stabilizzarsi con 'aumentare dell@#-30): 0,38 + 0,04; (31-40): 0,47 £ 0,06;

(41-50): 0,53 £ 0,07; (51-60): 0,36 + 0,04; (61-AH¥1 + 0,03; (71-80): 0,34 + 0,04; (81-90):

0.27 £ 0,02] (Fig. 1.9.); in particolare, si evid@ava un aumento statisticamente significativo
tra la classe d’eta di 41-50 anni rispetto a quailigl-90 (P<0,05).
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FIGURA 1.9. Espressione leucocitaria di PR-A/B in soggetti oalfd e
pazienti AD maschi. | valori sono espressi come NlEB SEM. * P <
0,05 vs gruppo controllo (81-90).

Nelle donne PR-A/B mostrava un andamento bifasicon un minimo nei soggetti
appartenenti alla decade di eta compresa tra iidDenni (fase di transizione menopausale)
e valori maggiori nelle fasce d’eta superiore etliwire [(41-50): 0,29 * 0,08s (21-30): 0,42

+ 0,09; (31-40): 0,36 + 0,03;\s (51-60): 0,32 + 0,04, (61-70): 0,34 + 0,05; (71:8044 +
0,10; (81-90): 0.34 £ 0,04; (> 91): 0,54 + 0,360B5] (Fig. 1.10.).
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FIGURA 1.10. Espressione leucocitaria di PR-A/B in soggetti oaid e
pazienti AD femmine. | valori sono espressi comeDE + SEM. * P <
0,05 vs gruppi controllo.

Nei pazienti AD di entrambi i sessi non si evidaman differenze nell’espressione di PR-A/B
rispetto ai soggetti controllo di pari eta (ovverlla fascia d’eta che va dai 51 ai 90 anni) (P
= NS) (Figg. 1.9. e 1.10.).

Espressione genica di IGF-1R in leucociti

Nei soggetti maschi sani I'espressione IGF-1R duivia progressivamente con l'eta a partire
dalla decade di eta compresa tra i 31-40 anni 310,37 + 0,04; (31-40): 0,46 + 0,04; (41-
50): 0,40 + 0,04; (51-60): 0,33 = 0,03; (61-7083®+ 0,02; (71-80): 0,30 + 0,03; (81-90):
0,30 = 0,02] (Fig. 1.11.); in particolare, si ewideava un aumento statisticamente

significativo tra la classe d’eta di 41-50 annpgto a quella di 81-90 (P<0,05).
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FIGURA 1.11. Espressione leucocitaria di PR-A/B in soggetti oaid e
pazienti AD femmine. | valori sono espressi comeDk + SEM. * P <

0,05 vs gruppo controllo (81-90). ** P < 0,05 vsigpo controllo (8130).

Al contrario, nelle donne I'espressione di IGF-1Bnrsubiva variazioni significative tra i
diversi gruppi di eta (P = NS) (Fig. 1.12.).
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FIGURA 1.12. Espressione leucocitaria di IGF-1R in soggetti cult e
pazienti AD femmine. | valori sono espressi come\k+ SEM. P = NS.

Solo nei pazienti AD di sesso maschile I'espressioniGF-1R risultava significativamente
maggiore rispetto ai soggetti maschi non-demerntadascia d’eta 81-90 [(AD): 0,39 + 0,06
vs(81-90): 0.30 + 0,02; P<0,05] (Fig. 1.11.).

2. LIVELLI PLASMATICI DI ESTRADIOLO, PROGESTERONE E D
IGF-1

Livelli plasmatici di 17 3-estradiolo

I livelli plasmatici di estradiolo presentavano andamento completamente differente negli
uomini e nelle donne.

Nelluomo le concentrazioni di questo ormone norespntavano alcuna variazione
significativa sia all'interno del gruppo controlper le diverse decadi di eta (P = NS) (Graf.
2.1.), che nei pazienti AD, per i quali tali livelirano sovrapponibili ai soggetti controllo di

pari eta (P = NS) (Fig. 2.1.).
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FIGURA 2.1. Livelli plasmatici di estradiolo in soggetti conllm e
pazienti AD maschi. | valori sono espressi come NP SEM. P = NS.

Nella donna si osservava una drastica, ma fisio&giduzione statisticamente significativa
dei livelli circolanti di estradiolo con l'ingressa menopausa, che si manteneva tale con il
progredire dell'eta [(51-60): 23,95 + 1,98; (61-7RY,88 + 2,17; (71-80): 29,15 + 2,48; (81-
91): 23,83 + 1,2¥s(21-30): 77,56 + 11,47; (31-40): 103,04 + 11,38-60): 79,80 £ 19,95;
P<0,05] (Fig. 2.2.); tale riduzione si osservavehannei pazienti AD ed era sovrapponibile ai
soggetti controllo di pari eta [(AD): 22,03 + 1,28(51-60): 23,95 + 1,98; (61-70): 27,88 +
2,17; (71-80): 29,15 + 2,48; (81-91): 23,83 + 1,P1;: NS] (Fig. 2.2).
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FIGURA 2.2. Livelli plasmatici di estradiolo in soggetti conflm e

pazienti AD femmine. | valori sono espressi comeDk + SEM. * P <

0,05 vs gruppi controllo (21-30); (31-40); (41-50).
Inoltre, la diminuzione osservata nei livelli ditregliolo nellAD era statisticamente
significativa rispetto a quelli giovani [(AD): 230t 1,23vs (21-30): 77,56 + 11,47; (31-40):
103,04 £ 11,36; (41-50): 79,80 + 19,95; P<0,05ig.(R.2.).

Livelli plasmatici di progesterone

Come previsto, I'andamento dei livelli di progestgg nelluomo e nella donna si
sovrapponeva a quello precedentemente descrittiteptadiolo.

Nelluomo i livelli di progesterone non mostravambcuna variazione significativa sia
all'interno del gruppo controllo per le diverse ddcdi eta (P = NS) (Fig. 2.3.), che nei
pazienti AD, per i quali tali livelli erano sovrappibili ai soggetti controllo di pari eta (P =
NS) (Fig. 2.3.).
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FIGURA 2.3. Livelli plasmatici di progesterone in soggetti aofio e
pazienti AD maschi. | valori sono espressi come NP SEM. P = NS.

Nella donna si assisteva ad una notevole riduzdamdivelli di progesterone con un valore
minimo nella fase di transizione menopausale (de&4d60 anni), che si manteneva costante
con il progredire dell'eta [(51-60): 0,83 + 0,081¢70): 1,05 + 0,14; (71-80): 1,26 = 0,11;
(81-90): 1,63 + 0,32; (> 91): 1,06 + 0,08 (21-30): 4,64 + 2,28; (31-40): 11,56 + 3,36; (41-
50): 5,41 + 1,76; P<0,05] (Fig. 2.4.).
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FIGURA 2.4. Livelli plasmatici di progesterone in soggetti aofio e

pazienti AD femmine. | valori sono espressi comeDE + SEM. * P <

0,05 vs gruppi controllo (21-30); (31-40); (41-50).
I livelli di progesterone nelle pazienti AD si disteavano corrispondenti a quelli dei soggetti
controllo di pari eta (P = NS); inoltre, nelle paxdii AD si evidenziava una diminuzione
significativa dei livelli di progesterone rispetocontrolli giovani [(AD): 1,36 = 0,09s (21-

30): 4,64 + 2,28; (31-40): 11,56 + 3,36; (41-5Q4 5+ 1,76; P<0,05]. (Fig. 2.4.).

Livelli plasmatici di IGF-1

Per quanto riguarda i livelli plasmatici di IGF-& osservava, nei soggetti controllo di
entrambi i sessi, una caratteristica diminuzionel@vanzare dell’eta.

Nei maschi sani si assisteva a una riduzione pssgr@ dei livelli di IGF-1 nel corso della
vita [(51-60): 130,26 * 10,76, (61-70): 128,44 £Q1; (71-80): 83,03 + 15,02; (81-90): 91,58
+ 13,02 vs (21-30): 258,12 + 28,06; (31-40): 203,54 + 13,061-50): 208,61 + 16,41,
P<0,05] (Fig. 2.5.).

174



Risultati

350

300 -

250 A

200 A

150 -

100 -

IGF-1 (ng/ml) Plasmatico

50 A

B Co (21-30); n=17
BN Co (31-40); n=32
[ Co (41-50); n=24
[ Co (51-60); n=27
EEE Co (61-70); n=38
B Co (71-80); n=16
=3 Co (81-90); n=23
BN AD; n=28

FIGURA 2.5. Livelli plasmatici di IGF-1 in soggetti controllo gazienti
AD maschi. | valori sono espressi come MEDIA + SEMP < 0,05 vs
gruppi controllo (51-60); (61-70); (71-80); (81-90% P < 0,05 vs gruppi
controllo (71-80); (81-90).

Nelle donne, invece, la riduzione dei livelli diF& non solo risultava piu marcata, ma si
istaurava piu precocemente rispetto agli uomini{48): 234,02 + 19,87; (41-50): 184,63 +
17,30; (51-60): 169,33 + 19,88; (61-70): 97,05 5864 (71-80): 113,46 + 20,34; (81-90):
83,87 +11,81; (>91): 66,74 + 30,08(21-30): 352,64 + 64,47; P<0,05] (Fig. 2.6.).
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FIGURA 2.6. Livelli plasmatici di IGF-1 in soggetti controllo gazienti
AD femmine. | valori sono espressi come MEDIA tN6E P < 0,05 vs
gruppi controllo (31-40); (41-50); (51-60); (61-7@Y1-80); (81-90). ** P
< 0,05 vs gruppi controllo (71-80); (81-90).

Nei pazienti AD di entrambi i sessi si evidenziawa aumento significativo dei livelli
plasmatici di IGF-1 rispetto ai controlli di etardspondente (fasce d’eta 71-80 e 81-90)
(P<0,05) (Figg. 2.5. e 2.6.).

3. ANALISI DELLE CORRELAZIONI

Dall’analisi delle correlazioni tra i diversi paratn biologici valutati emerge che:

» |'eta era inversamente correlata con i livelli pradici di IGF-1 in entrambi i sessi (Fig.
3.1. e 3.2.) (P<0,05) e con i livelli plasmaticgtieormoni steroidei estradiolo (Fig. 3.3.)
(P<0,05; R=0,5661) e progesterone solo nel sessumii@le (Fig. 3.4.) (P<0,05;
R=0,4042);
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FIGURA 3.1. Correlazione lineare tra i livelli plasmatici di F&L e I'eta di
tutti gli individui reclutati nello studio (soggettontrollo e pazienti AD)
uomini. | valori sono espressi come MEDIA + SEM.=R0,3417; P < 0,05

IGF-1 (ng/ml)

FIGURA 3.2. Correlazione lineare tra i livelli plasmatici di Fal e I'eta di
tutti gli individui reclutati nello studio (soggéttontrollo e pazienti AD)
donne. | valori sono espressi come MEDIA + SENM=R0,3752; P < 0,05
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FIGURA 3.3. Correlazione lineare tra i livelli plasmatici ditesliolo e I'eta
di tutti gli individui reclutati nello studio (sogdti controllo e pazienti AD)
donne. | valori sono espressi come MEDIA + SENM=R0,5661; P < 0,05
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FIGURA 3.4. Correlazione lineare tra i livelli plasmatici diggesterone e l'eta
di tutti gli individui reclutati nello studio (sogdti controllo e pazienti AD)
donne. | valori sono espressi come MEDIA + SEM=F0,4042; P < 0,05
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nella popolazione controllo sia maschile (Fig. 3.6.) che femminile (Fig. 3.7. e 3.8.)
si osservava una correlazione diretta tra 'esppassdelle due isoforme recettoriali ER-
0 ER{3 e l'espressione di mRNA di IL-6 (P<0,05) e travelli plasmatici di IGF-1 e
'espressione leucocitaria di IGF-1R (Fig. 3.9. @) (P<0,05). Nei pazienti AD

guest'ultima correlazione non risultava statistieate significativa (Fig. 3.11.) (P = NS).
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FIGURA 3.5. Correlazione lineare tra I'espressione leucocitdriBR-0 e
IL-6 nella popolazione controllo maschile. | val@dno espressi come
MEDIA + SEM. R’ = 0,4453; P < 0,05
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FIGURA. 3.6. Correlazione lineare tra I'espressione leucocitdii&R-a e
IL-6 nella popolazione controllo femminile. | valosono espressi come
MEDIA + SEM. R = 0,2606; P < 0,05
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FIGURA 3.7. Correlazione lineare tra I'espressione leucocitdirigR{3 e
IL-6 nella popolazione controllo maschile. | val@®no espressi come
MEDIA + SEM. R = 0,4948; P < 0,05
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Fig. 3.8.Correlazione lineare tra I'espressione leucocitdiiBR e IL-
6 nella popolazione controllo femminile. | valor® espressi come
MEDIA + SEM. R = 0,3948; P < 0,05
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FIGURA 3.9. Correlazione lineare tra i livelli plasmatici di F&L e I'espressione
leucocitaria di IGF-1R nella popolazione contratiaschile. | valori sono espressi come
MEDIA + SEM. R = 0,0469; P < 0,05
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FIGURA 3.10. Correlazione lineare tra i livelli plasmatici di Fal e
I'espressione leucocitaria di IGF-1R nella popaag controllo femminile.
| valori sono espressi come MEDIA + SEM: R0,0160; P < 0,05
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FIGURA 3.11. Correlazione tra i livelli plasmatici di IGF-1 eeBpressione

leucocitaria di IGF-1R nella popolazione AD masehil valori sono
espressi come MEDIA + SEM.?R 4,9576&; P = NS
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Per valutare il ruolo di IGF-1 nella transizionermmopausale, la popolazione femminile pre- e
post-menopausale veniva ulteriormente suddivisagngdpi con livelli di IGF-1 normali o
ridotti sulla base di un cut-off predefinito (vedlateriali e Metodi). L'intervallo di
concentrazioni di IGF-1 varia a seconda della tasteta considerata: 95-231 ng/ml nella
fascia 20-30 anni; 55-144 ng/ml per la fascia 30adfi; e infine 45-114 ng/ml nelle donne

con eta superiore ai 40 anni. Si ottenevano i sggtsultati:

* nelle donne in pre-menopausa con livelli normaliGlt-1 si evidenziava una correlazione
positiva tra le concentrazioni plasmatiche di IGE-llespressione leucocitaria di PR-A/B
(Fig. 3.13.) (P<0,05; R=0,8034), la quale venivaspenel gruppo pre-menopausale con
livelli ridotti di IGF-1 (Fig. 3.14.) (P = NS);

* nelle donne in post-menopausa sia nel gruppo eeftlilnormali che ridotti di IGF-1 non
Si osservava alcuna correlazione statisticamegtefisiativa tra i due parametri in esame
(Fig. 3.15. e 3.16.) (P = NS).
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FIGURA 3.12. Correlazione tra i livelli plasmatici di IGF-1 eeBpressione
leucocitaria di IGF-1R nella popolazione AD femnhénil valori sono
espressi come MEDIA + SEM.?R 0,0182; P = NS
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FIGURA 3.13. Correlazione diretta tra i livelli plasmatici diteediolo e

I'espressione leucocitaria di PR-A/B nelle donnepir-menopausa con

livelli normali di IGF-1. | valori sono espressine MEDIA + SEM. R

=0,8034; P <0,05
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FIGURA 3.14. Correlazione tra i livelli plasmatici di estradiato

180

I'espressione leucocitaria di PR-A/B nelle donngii@-menopausa con

livelli bassi di IGF-1. | valori sono espressi cOMEDIA + SEM. R =

0,1022; P = NS
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FIGURA 3.15. Correlazione tra i livelli plasmatici di estradiole
I'espressione leucocitaria di PR-A/B nelle donnepirst-menopausa con
livelli normali di IGF-1. | valori sono espressine MEDIA + SEM. R =
0,0659; P = NS
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FIGURA 3.16. Correlazione tra i livelli plasmatici di estradiole
'espressione leucocitaria di PR-A/B nelle donnepirst-menopausa con
livelli normali di IGF-1. | valori sono espressiroe MEDIA + SEM. R =
3,5694€"; P = NS
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STUDIO NELL’ANIMALE

4. ANALISI DELLA VARIAZIONE DEL PESO CORPOREO INRA TTO
IN TRATTAMENTO CON TERAPIA ORMONALE SOSTITUTIVA

In seguito ad ovariectomia si riscontrava un aumsignificativo del peso corporeo degli
animali ovariectomizzati, che ricevevano il veicaispetto ai controlli intatti; il trattamento
estrogenico sostitutivo con Pestradiolo manteneva il peso corporeo dei rattibaisso,

seppure non perfettamente comparabile a quellgrdepo intatto (Fig. 4.1 e Tab 5.1.).
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FIGURA 4.1. Effetto dell'ovariectomia e del trattamento ormlkenaostitutivo sul peso
corporeo di ratte intatte, ovariectomizzate (OVX)ariectomizzate trattate con B7-
estradiolo (OVX+E2) ed ovariectomizzate trattate diboestrogeni (OVX+FITO) | dati
sono espressi come media + SEM di 10-12 animaligpeppo. * P<0.00lvs OVX ed

OVX+FITO.
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5. ANALISI DELLA VARIAZIONE DEL PESO DELL'UTERO IN
RATTO IN TRATTAMENTO CON TERAPIA ORMONALE
SOSTITUTIVA

Come atteso, gli animali ovariectomizzati trattain veicolo presentavano uteri atrofici del
peso pari a circa un terzo rispetto a quanto oasemei controlli (Tab. 5.1.). Ad una prima
analisi di tipo visivo il trattamento estrogenicosstutivo con 173-estradiolo riportava alla
normalita il peso degli uteri nei ratti ovariectarati, mentre il fitoestrogeno era inefficace
(Fig. 5.1).

FIGURA 5.1. Effetto dell'ovariectomia e del trattamento ormiensostitutivo
sul peso dell’'utero di ratte intatte, ovariectoraizz(OVX), ovariectomizzate
trattate con 1PB-estradiolo (OVX+E2) ed ovariectomizzate trattatenc
fitoestrogeni (OVX+FITO)A = intatto + veicoloB = OVX + E2;C = OVX +
fito; D = OVX + veicolo

Effettuate le pesate, veniva riconfermato il date, tale ripristino del peso dell’'utero da parte

dell’'estradiolo, risultava solo parziale (Fig. 5.2)
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FIGURA 5.2. Effetto dell'ovariectomia e del trattamento ormiensostitutivo sul
peso dell'utero di ratti intatti, ovariectomizzgVX), ovariectomizzati trattati
con 17B-estradiolo (OVX+E2) od ovariectomizzati trattatonc fitoestrogeni
(OVX+FITO). | dati sono espressi come media + SEM16-12 animali per
gruppo. * P<0.00¥sOVX ed OVX+FITO; # P<0.0%sintatto+veicolo.

Gruppo Peso animali(g) Peso utero(g)
INTATTO+VEICOLO 316+/- 3,71 0,62+/- 0,04
OVX+VEICOLO 419 +/- 8,37 0,09 +/- 0,01
OVX+E2 348+/- 5,63 0,37 +/- 0,03
OVX+FITO 412 +/- 8,81 0,07+/- 0,01

TABELLA 5.1. Effetto dell’ovariectomia e del trattamento estntige sostitutivo per 4 mesi sul peso corporeo e
degli uteri di ratte intatte, ovariectomizzate (OyXvariectomizzate trattate con Bfestradiolo (OVX+E2) ed
ovariectomizzate trattati con fitoestrogeni (OVX¥H). | dati sono espressi come media + SEM di 10-12
animali per gruppo.

6. ANALISI DELLA STRUTTURA OSSEA FEMORALE IN RATTO IN
TRATTAMENTO CON TERAPIA ORMONALE SOSTITUTIVA

Come atteso, a livello del femore considernatdoto, I'ovariectomia influiva negativamente
sulla densita minerale ossea (BMD), con una diffeaestatisticamente significativa rispetto
al gruppo controllo intatto (ovariectomia + veicobi2+ 3.7 mg/civsintatto + veicolo, 346

+ 3.5 mg/cmi; P<0.05). La terapia sostitutiva, al contrariojtaxa che I'animale andasse

incontro alla perdita ossea, ripristinando livgharagonabili a quelli del gruppo intatto
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(ovariectomia + 1P-estradiolo, 337 + 3.6 mg/cnvs ovariectomia + veicolo, 312+ 3.7
mg/cnf; P<0.001). Il trattamento con il fitoestrogeno reva in grado di ovviare alla perdita
ossea ovariectomia-dipendente.(ovariectomia + ditogeno, 316 + 5.5 mg/émvs
ovariectomia + veicolo, 312+ 3.7 mg/gn® = NS)(Fig. 6.1.)
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FIGURA 6.1. Effetto dell’ovariectomia e del trattamento ormiengostitutivo sulla
BMD in ratte intatte, ovariectomizzate (OVX), owiomizzate trattate con J3#-
estradiolo (OVX+E2) ed ovariectomizzate trattata éitoestrogeni (OVX+FITO). | dati
sono espressi come media + SEM di 6 animali pegpppu* P<0.00vs OVX; # P<0.05

vsOVX.

A livello della metafisi la BMD si riduceva neglnamali ovariectomizzati in modo molto
evidente e significativo rispetto al gruppo coritrohtatto (ovariectomia + veicolo, 239 + 3.5
mg/cnf vsintatto + veicolo, 304 + 10.1 mg/émP<0.001). Di nuovo il trattamento con il 17-
B-estradiolo manteneva i valori di BMD a livello nwale (ovariectomia + 1p-estradiolo,
267 + 6.1 mg/crhvs ovariectomia + veicolo, 239 + 3.5 mg/gniP<0.001), mentre la terapia
sostitutiva con fitoestrogeno si dimostrava, ancona volta, inefficace .(ovariectomia +
fitoestrogeno, 239 + 4.6 mg/émas ovariectomia + veicolo, 239 + 3.5 mg/gn® = NS) (Fig.
6.2.)
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FIGURA 6.2. Effetto dell’ovariectomia e del trattamento ormiengostitutivo sulla
BMD in ratte intatte, ovariectomizzate (OVX), owiomizzate trattate con J3#-
estradiolo (OVX+E2) ed ovariectomizzate trattate &itoestrogeni (OVX+FITO). | dati
sono espressi come media + SEM di 6 animali pegpppu* P<0.00vs OVX; # P<0.05
vsintatto.

A livello della diafisi, infine, I'ovariectomia ridceva la BMD, sebbene in modo non piu
significativo, rispetto al gruppo intatto (ovariestia + veicolo, 340 + 2.2 mg/dusintatto +
veicolo, 355 + 5.4 mg/cfn P = NS). Questa volta il trattamento con il f-éstradiolo
riusciva ad evitare solo in parte, seppure in msidaificativo, la perdita di densita minerale
ossea, non riportando la BMD di questi animaliveello di quella del gruppo degli intatti
(ovariectomia + 17P-estradiolo, 361 + 4.8 mg/chvs ovariectomia + veicolo, 340 + 2.2
mg/cnf; P<0.05). Anche in questo caso il fitoestrogenpeti sé non era in grado di ovviare
alla perdita in BMD .(ovariectomia + fitoestroger80 + 6.6 mg/crvs ovariectomia +
veicolo, 340 + 2.2 mg/cmP = NS) (Fig. 6.3.).

190



Risultati

400

300 A

200 A

BMD (mg/cm?)

100

HEl INTATTO+VEICOLO
Il OVX+VEICOLO
T OVX+E2

1 OVX+FITO

FIGURA 6.3. Effetto dell’ovariectomia e del trattamento ormiengostitutivo sulla
BMD in ratte intatte, ovariectomizzate (OVX), owiomizzate trattate con J3#-
estradiolo (OVX+E2) ed ovariectomizzate trattate &itoestrogeni (OVX+FITO). | dati
sono espressi come media + SEM di 6 animali pegpppu* P<0.05/s OVX.

7. ESPRESSIONE CEREBRALE E LEUCOCITARIA DI CD36 IN
RATTO IN TRATTAMENTO CON TERAPIA ORMONALE
SOSTITUTIVA

Espressione genica di CD36 a livello della corteccirontotemporale e
dell'ippocampo di ratto

A livello cortico-frontotemporale I'ovariectomiaduiceva significativamente i livelli di CD36
rispetto al gruppo controllo intatto (ovariectoriaveicolo, 8.77x10+ 9.4x10 vs intatto +
veicolo, 1.10x16+ 1.5x16; P<0.05) Solo il trattamento con estradiolo ripmiava i livelli di
CD36 (ovariectomia + 1B-estradiolo, 1.2 x10+ 1.3x1G vsintatto + veicolo, 1.10x10 +
1.5x10; P<0.05); il trattamento con fitoestrogeno, infatsultava inefficace (ovariectomia +
fitoestrogeno, 7.00xP0+ 8.4x10 vsintatto + veicolo, 1.10x0+ 1.5x13; P = NS) (Fig.
7.1.).
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FIGURA 7.1. Espressione cortico-frontotemporale di CD36 mMRNA ratte
intatte, ovariectomizzate (OVX), ovariectomizzatattate con 1PB-estradiolo
(OVX+E2) ed ovariectomizzate trattate con fitoeg&oi (OVX+FITO). | valori
sono espressi come MEDIA + SEM di 10-12 animali gatppo. * P<0.05/s
OVX.

A livello ippocampale I'andamento si presentava ilema quello corticale, con livelli
significativamente ridotti di CD36 nel gruppo deittr ovariectomizzati (ovariectomia +
veicolo, 1.50x16 + 2.82x18 vsintatto + veicolo, 1.7x10+ 3.5x10; P<0.05) e livelli di
CD36 ripristinati in modo significativo con la t@ia sostitutiva con estradiolo (ovariectomia
+ 17f-estradiolo,1.8x1D + 4.0x1G vs intatto + veicolo, 1.7x1D+ 3.5x10: P<0.05). Di
nuovo il trattamento con fitoestrogeni non mostraalauna efficacia (ovariectomia +
fitoestrogeno, 1.30xTG 2.9x16 vsintatto + veicolo, 1.7x10+ 3.5x16; P = NS) (Fig. 7.2.).
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FIGURA 7.2. Espressione ippocampale di CD36 mRNA in ratte tieta
ovariectomizzate (OVX), ovariectomizzate trattate ¢ 7$-estradiolo (OVX+E2)
ed ovariectomizzate trattate con fitoestrogeni (3¥KX O). | valori sono espressi
come MEDIA + SEM di 10-12 animali per gruppo. * R&Bvs OVX.

Espressione di mRNA di CD36 in leucociti isolati dailza di ratto

A livello leucocitario non si osservava alcuna elifinza statisticamente significativa tra i 4
gruppi sperimentali (ovariectomia + veicolo, 0.07®.01; ovariectomia + 1p-estradiolo,
0.066 + 0.00; ovariectomia + fitoestrogeno, 0.083.@1vs intatto + veicolo, 0.050 + 0.01; P
= NS in tutti i casi; Fig. 7.3.)
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FIGURA 7.3. Espressione leucocitaria di CD36 mMRNA in ratteafit,
ovariectomizzate (OVX), ovariectomizzate trattate ¢ 78-estradiolo (OVX+E2)
ed ovariectomizzate trattate con fitoestrogeni (3¥K O). | valori sono espressi
come MEDIA + SEM di 10-12 animali per gruppo. P §.N

Espressione proteica cerebrale di CD36, GFAP e kara

Le colorazioni con ematossilina ed eosina non aw@ho alcuna differenza a livello

macroscopico fra i cervelli dei 4 diversi gruppesmentali (Fig.7.4.).

FIGURA 7.4. Colorazione con ematossilina-eosina di cervellirdite intatte, ovariectomizzate
(OVX), ovariectomizzate trattate con Bfestradiolo (OVX+E2) ed ovariectomizzate trattaten c
fitoestrogeni (OVX+FITO). Ingrandimento 14 = intatto + veicoloB = OVX + E2;C = OVX + fito;

D = OVX + veicolo.
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L’espressione proteica di CD36 risultava bassanglagruppo di controllo intatto e tendeva a

formare deiclusters ovvero una sorta di ammassi densamente coldtatna ai vasi (Figg.
7.5,7.6).

A B i D

FIGURA 7.5. Colorazione immunoistochimica per CD36 in rattéaii®, ovariectomizzate (OVX),
ovariectomizzate trattate con B7estradiolo (OVX+E2) ed ovariectomizzate trattata ditoestrogeni
(OVX+FITO). Ingrandimento 1xA = intatto + veicoloB = OVX + E2;C = OVX + fito; D = OVX +

veicolo.

FIGURA 7.6. Immagine dicluster colorato immunoistochimicamente
con CD36 a minore (1x) ed a maggiore ingrandiméfi).

Non si evidenziavano differenze significative nefelli di CD36 tra i diversi gruppi di
trattamento, né a livello di numero di cellule CO&8sitive, né a livello di numero dlusters
(Fig. 7.7.).

SR B - Gt i‘: N Ry

FIGURA 7.7. Colorazione immunoistochimica per CD36 in ratt¢atie, ovariectomizzate (OVX),
ovariectomizzate trattate con B7estradiolo (OVX+E2) ed ovariectomizzate trattats ditoestrogeni
(OVX+FITO).Ingrandimento 20xA = intatto + veicoloB = OVX + E2;C = OVX + fito; D = OVX +

veicolo.
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Come atteso, trattandosi di animali di circa 10indesta al momento del sacrificio, in tutti i

cervelli si presentava un forte stato di gliosimeoevidenziato dalla colorazione con GFAP,
che evidenzia la popolazione astrocitaria, sene@, wlifferenze tra i vari gruppi sperimentali
(Fig. 7.8.).

FIGURA 7.8. Colorazione immunoistochimica per GFAP in rattéatte, ovariectomizzate (OVX),
ovariectomizzate trattate con PB7estradiolo (OVX+E2) ed ovariectomizzate trattata ditoestrogeni
(OVX+FITO).Ingrandimento 20xA = intatto + veicoloB = OVX + E2;C = OVX + fito; D = OVX +
veicolo.

Infine la colorazione con ferritina si presentairaile a quella per CD36, riconfermando che
CD36 marca le cellule a carattere istiocitario jete i due quadri non fossero sovrapponibili,

poiché CD36 marca anche le cellule endotelialiffarénza della ferritina (Fig. 7.9.).

\ Tamt 4 R
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FIGURA 7.9. Colorazione immunoistochimica per Ferritina inteaintatte, ovariectomizzate (OVX),
ovariectomizzate trattate con P7estradiolo (OVX+E2) ed ovariectomizzate trattaten ditoestrogeni
(OVX+FITO). Ingrandimento 20xA = intatto + veicoloB = OVX + E2;C = OVX + fito; D = OVX +
veicolo.

8. LIVELLI PLASMATICI DI ESTRADIOLO IN RATTO

Come atteso si assisteva ad un brusco crollo wlildi 17{3-estradiolo nel gruppo dei ratti

ovariectomizzati e lo stesso accadeva in quellaatéiin terapia ormonale con fitoestrogeni
rispetto ai controlli intatti; al contrario nel gpo dei ratti trattati con I'estrogeno,
I'ipoestrogenismo ovariectomia-indotto veniva castato dall'estrogeno somministrato

esogenamente.
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FIGURA 8.1. Livelli plasmatici di 17B-estradiolo in ratte intatte,
ovariectomizzate (OVX), ovariectomizzate trattade ¢ 7$-estradiolo (OVX+E2)
ed ovariectomizzate trattate con fitoestrogeni (3¥KX O). | valori sono espressi
come MEDIA + SEM di 10-12 animali per gruppo. P<\W@ OV X.

9. ESPRESSIONE CEREBRALE E LEUCOCITARIA DI CD36 IN TOPO
APP23

Espressione genica di CD36 a livello della corteccirontotemporale e
dell'ippocampo di topo APP23

A livello della corteccia frontotemporale si osssra un andamento bifasico dei livelli di
CD36, con una fase iniziale crescente fino al pit@assimo del gruppo di topi di 6 mesi di

eta e poi valori che si riducevano senza, pemxmdre ai livelli basali (Fig. 9.1.).
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FIGURA 9.1. . Espressione di CD36 mRNA nella corteccia frontogierale di
topi APP23 di 1, 3, 6, 9, e 12 mesi di eta. | datno espressi come MEDIA +
SEM di 5 animali per gruppo. *P<0.05 vs VI°mese.

A livello dell'ippocampo si ripeteva un andamentmige a quello cortico-frontale, con un
picco massimo di espressione di CD36 in topi diekindi eta e poi valori che si riducevano

senza tornare a quelli basali (Fig. 9.2.).
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FIGURA 9.2. Espressione di CD36 mRNA nell'ippocampo di topiP&3 di 1, 3,
6, 9, e 12 mesi di eta. | dati sono espressi corB®M + SEM di 5 animali per
gruppo. *P<0.05 vs I°mese.
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Espressione genica di CD36 in leucociti isolati dalza di topo APP23

A livello leucocitario CD36 risultava maggiormergspresso nei primi mesi di vita di questi
topi e si riduceva con l'aumentare dell’eta, fird @ minimo attorno ai 9 mesi di eta. Nei
topi pit anziani (12 mesi) si assisteva ad un agopeseppur non significativo, di CD36 (Fig.
9.3)).
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FIGURA 9.3. Espressione di CD36 mRNA nei leucociti di topi A3Rli 1, 3, 6,
9, e 12 mesi di eta. | dati sono espressi come MEDISEM di 5 animali per
gruppo. P = NS

Espressione proteica cerebrale di CD36 in topo ABP2

| dati immunoistochimici riconfermavano quelli aitgi con PCR Real-Time. L'espressione
di CD36 risultava essere marcatamente aumentatipiedi 6 mesi di eta, mentre era quasi
assente in topi giovani. | topi vecchi mostravama marcatura positiva per CD36, sebbene
piu ridotta rispetto ai topi al sesto mese di émparticolare, a 3 mesi si osservavano
sporadiche cellule in posizione prevalentementerrat alle cellule epidendimali e

perivascolari (Fig. 9.4.).
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FIGURA 9.4. Colorazione immunoistochimica con CD36 in topi ABRli 3

mesi di eta.
A 6 mesi, invece, si aveva la massima espressioi@D86; permaneva e si intendificava
guella attorno ai ventricoli, ma compareva podiiviorticale, sia sparsa che in forma di
noduli, ed intensa positivita nella circonvoluzigrega-ippocampale (Fig. 9.5.).

FIGURA 9.5. Colorazione immunoistochimica con CD36 in topi ZBRli 6
mesi di eta.
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In topi di 9 mesi di eta permaneva modesta pogitigbrticale ed in quelli di 12 mesi la
positivta si manteneva ridotta e simile a quelle3dmesi (Fig. 9.6.).

FIGURA 9.6. Colorazione immunoistochimica con CD36 in topi ZBRli 9
e di 12 mesi di eta.
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Correlazione tra espressione proteica cerebrale @QID36 e deposizione di
placche dig-amiloide in topo APP23

Come atteso, le prime placche a livello corticabne ven visibili, seppur sporadiche, attorno
ai 9 mesi di eta. A 12 mesi le placche si intepaifano, ma non si osservava alcuna co-

localizzazione tra quest’'ultime e I'espression€Bi36 (Fig. 9.7.).

6 MESI ‘ Tioflavina S

12 MESI

FIGURA 9.7. Colorazione immunoistochimica con CD36 e tioflavi8 in
topi APP23 di 6, 9 e 12 mesi di eta.
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10. ESPRESSIONE GENICA DI CD36 IN CELLULE N9

L’espressione di CD36 veniva significativamenteotid in seguito a trattamento con TNE-
Il trattamento con estrogeni risultava essere tedipendente: I'effetto del TNIB- sembrava
revertito, anche se solo in parte, solo da unaimadhto preventivo con 1F-estradiolo (E2
prima di TNFa). Inefficace, al contrario, risultava essere uattdmento simultaneo

(E2+TNF-) o tardivo (E2 dopo TNIer) con estrogeno. Il trattamento con il solo estrnagei

per sé non mostrava alcun effetto sull’espressitbiizD36.

0.12

0.10 +

0.08 A

0.06

0.04 +

RLU (CD36/GAPDH)

0.02 4

0.00

Il CONTROLLO
I SOLO E2

[ E2 PRIMA DI TNF-a
[ E2+TNF-a

I £2 DOPO TNF-a
I SOLO TNF-a

FIGURA 10.1. Espressione di CD36 mRNA in microglia murina N&ttaita con
173-estradiolo o TNFa. Il 174-estradiolo & stato somministrato 8 ore prima, 8
ore dopo oppure insieme al TNE-Le cellule sono state sottoposte a danno da
parte di TNFe overnight | valori sono espressi come MEDIA + SEM di 10-12
animali per gruppo. P = NS.
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1. DISCUSSIONE

Con il progressivo aumento dell’eta media dellagdapione le patologie dementigene, in
particolare la patologia di Alzheimer (AD), standiventando un problema sempre piu
rilevante per la salute pubblica, sia da un puntwista sociale che economico, in tutto il
mondo ed, in particolare, nei paesi industrializ2dolti sono stati gli studi condotti al fine di
comprendere meglio la neurodegenerazione e, tratigueno studio in particolare si e
occupato di indagare se esistesse una differenzgemere nel rischio di ammalarsi di
demenza: é stata unanimemente riconosciuta la wraggiidenza nella donna. Questo ha
portato la comunita scientifica a focalizzare ureggior attenzione sulle variazioni ormonali,
che interessano la donna durante il periodo diesgp in menopausa e durante la menopausa
stessa, periodo coincidente anche con la compaeseenti neurodegenerativi.

Dal punto di vista ormonale si individuano tre faktermine della vita fertile della donna: la
pre-menopausa, caratterizzata da un’alterazione medulatori ormonali, prodotti
dall'ipotalamo, che stimolano [I'ipofisi; la perimgpausa, durante la quale aumentano
progressivamente gli ormoni ipofisari che stimoldacovaie e diminuiscono i due ormoni
femminili tipici, I'estradiolo ed il progesteronéa postmenopausa, infine, durante la quale
compare un altro ormone, I'estrone, e hanno il ®ognto gli ormoni androgeni prodotti da
ovaie e surrene.

Esistono in letteratura numerosi studi che assegnalfi’estradiolo una funzione
neuroprotettiva ed altrettanto interessanti sonevidenze di una cooperazione tra estradiolo
e progesterone nel mediare un’azione riparatricgéroacnumerosi insulti neurotossici. E’ stata
documentata anche una cross-regolazioresé-tall dei recettori degli estrogeni (ERs) e del
fattore di crescita insulino.dipendente (IGF-1Raloune aree del SNC. Durante lo sviluppo
del SNC, IGF-1 promuove la sopravvivenza e la diffigiazione di specifiche popolazioni
neuronali, mentre nel SNC adulto, esso € un neuwlafatore, che regola la plasticita
sinaptica, ed e coinvolto nelle risposte del tasgetironale ad insulti neurodegenerativi.

Il presente lavoro di tesi si e proposto di vedfi I'esistenza di alterazioni dell’espressione
leucocitaria di diversi parametri biochimici coaglcon I'AD, quali il recettorescavenger
CD36, i recettori per gli estrogeni, ERed ERS, il recettore per il progesterone PR-A/B, il
recettore di IGF-1 (IGF-1R), la citochina IL-6 elriaparametri plasmatici specifici, quali
estradiolo, progesterone ed IGF-1. L'obbiettivo @radentificare una possibile correlazione
tra il quadro neuroendocrino e la neurodegenerazionmodo particolare analizzando quella

decade di eta corrispondente alla transizione nearsgie, al fine di verificare se tale
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fenomeno potesse originare milieu ormonale in cui i fattori proneurotossici predoamn
rispetto a quelli neuroprotettivi.

Nessuno dei parametri biologici studiati era asgocicon I'eta ad eccezione dei livelli
plasmatici di estradiolo e progesterone nella domrmth IGF-1 in entrambi i sessi. Tuttavia
tutte le alterazioni potenzialmente proneurotossitiovate nelle donne non dementi nella
fase perimenopausale, come la drastica diminuziendivelli di espressione leucocitaria di
CD36 e dei livelli circolanti di estradiolo e pragerone, e 'aumentata espressione di IL-6,
non erano piu presenti nelle fasce d’eta piu edreella popolazione femminile. Questa
osservazione conferma l'ipotesi che la grande peexza di AD nella popolazione anziana
non € un effetto diretto dellaumento dell’'eta, mmaplto probabilmente, dipende dalla
presenza di fattori di rischio per AD, che emerg@mo in presenza di possibili eventi
scatenanti eta-dipendenti. A sostegno di questéespw/i sono studi epidemiologici (su
incidenza e prevalenza di AD), che dimostrano ahgruppi di eta molto avanzata I'incidenza

di AD si porta a valori pari a zero 0o, comunquestreouna tendenza a diminuire.

| fattori di rischio per AD, che sono stati ricocagi avere un ruolo marcatamente
determinante, sono le mutazioni in entrambe le praeine adibite alla formazione del
peptide AB: presenilina-1 e 2, fenomeni di stress ossidaaterazioni nel metabolismo degli
ioni metallici e fenomeni di infammazione cronifeuttavia, una semplice perturbazione di
uno o piu di questi elementi, in singole cellulaimmali in coltura e in modelli animali non

determina i molteplici cambiamenti biochimici elakdri riscontrati nella patologia.

Queste osservazioni e I'elevata incidenza di ADugwho a ritenere che la brusca caduta del
tasso estrogenico abbia un ruolo importante nefeegi di fenomeni di neurodegenerazione

nella popolazione femminile.

La transizione menopausale e caratterizata da umiawzione dell’attivita e dell’efficacia
regolatoria dell’'asse ipotalamo-ipofisi-gonadi (HPGuesto potrebbe rappresentare la causa
di una iperespressione dei recettori per gli estnogiscontrata dall'analisi dei profili di

espressione leucocitaria nella donna in perimergg@p-regulationrecettoriale).

Un fenomeno simile é stato descritto nell'ipofigi rdtto (Schreihoferet al, 2000) e nel
cervello di topo (Chakrabortgt al, 2005) in seguito all'induzione di alterazionill@esse
gonadico. Si potrebbe presupporre che I'espressieneecettori per gli estrogeni sia uno di
guegli eventi scatenanti la neurodegeneraziongviat vi sono scarse informazioni riguardo

ai processi che regolano I'espressione dicdeRdi ER nella menopausa.
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Nelluomo l'espressione di entrambe le isoforme &Bd ERB non diminuisce con l'eta ed,
inoltre, si verifica un mantenimento migliore, et alla donna, della produzione di steroidi
con l'avanzare dell’eta. Generalmente, negli uoraidiani & possibile trovare livelli normali
di testosterone (Vermeulegt al, 1996; Bethet al, 2005); tuttavia i livelli circolanti di
estradiolo e progesterone negli uomini sono statvati simili a quelli delle donne in

postmenopausa e con un andamento stabile.

Nel presente lavoro di tesi i pazienti AD preseatav livelli di estradiolo e progesterone

plasmatici simili a quelli riscontrati in individudi pari eta e sesso non dementi; lo stesso
comportamento si osservava per i recettori degifogeni e del progesterone. Questo
dimostra che non vi & una diretta relazione comddattia per questi parametri e che, quindi,
le alterazioni a carico dell'asse HPG risultano-cetaelate e non come conseguenza della

demenza o una sua possibile causa.

Nel presente studio un’osservazione interessantappresentata dagli aumentati livelli
plasmatici di IGF-1 nei soggetti AD rispetto ai getfi controllo di pari eta e sesso. Il dato e
sorprendente in quanto fisiologicamente IGF-1 tead@minuire con I'avanzare dell’eta nella
donna e nelluomo non dementi, come e stato risatmtin questo studio; tale fenomeno
rientra nel quadro meglio noto come somatopausa,comsiste in una ridotta produzione
dellormone somatotropo e, quindi, anche dei mediatell’azione somatotropa, ovvero le
somatomedine, note anche come fattori di cresaalino-simili (IGF), peptidi prodotti

principalmente dal fegato.

Nonostante organi come encefalo e midollo spinaieosresponsabili della sintesi locale di
IGF-1 nel SNC (Armstrongt al, 2000), tale peptide si dimostra in grado diaatrsare la
barriera emato-encefalica (Reindhaedtal, 1994) attraverso un meccanismo di trasporto
attivo. Pertanto, variazioni dei livelli plasmatidi IGF-1 si ripercuotono sulla sua
disponibilita a livello cerebrale e, quindi, possanfluenzare le funzioni di questo fattore
neurotrofico a livello del tessuto nervoso. In &neon quanto detto, la causa degli aumentati
livelli di IGF-1 in AD potrebbe riflettere la risgta compensatoria dell’organismo alla perdita
di responsivita ad IGF-1 del tessuto neuronale, clsallta alterato dai processi

neurodegenerativi.

Tale fenomeno di resistenza al segnale di IGF-fa# $potizzato anche da altri ricercatori,
che hanno riscontrato alterazioni metaboliche, ist&rsti in un’ inadeguata utilizzazione del
glucosio ed in una compromissione del metabolismergetico, con caratteristiche molto
simili a quelle del diabete mellito di tipo 2 (Hay®, 2000). Tale tipo di diabete € la forma piu
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comune di diabete ed e caratterizzato da inseiaibdei tessuti periferici all’azione
dell'insulina (insulino-resistenza); questo fenomea in parte mediato da undown-
regulation dell’espressione dei recettori per linsulina, daa riduzione nell'attivita dei
recettori tirosin-chinasici e dell’enzima PI3K, & dna ridotta espressione delle molecole IRS.
A gquesto riguardo, € interessante ricordare I'esz di un aumentato rischio di AD in
soggetti diabetici portatori dell’allele ApoE4 regfo ad individui con il solo polimorfismo nel
gene di ApoE: nelle biopsigost-mortendi tali individui si rilevano livelli significatiamente
piu elevati di depositi di B e NFT (Messier, 2003).

Dai risultati ottenuti nel presente studio l'ipatéds una resistenza in AD si basa non solo su
un aumento nei livelli circolanti di IGF-1, ma aechu un’up-regulationdel recettore IGF-
1R; la sua espressione risulta, infatti, signifiGanente aumentata nei leucociti dei pazienti
AD rispetto alla popolazione controllo di pari etdella quale I'espressione di IGF-1R

diminuiva con il progredire dell’eta.

| dati ottenuti per i livelli di IGF-1 e I'espressie leucocitaria del suo recettore suggeriscono
che, di fronte ai meccanismi neurodegenerativi shénstaurano in AD, primo fra tutti
'accumulo del peptide B neurotossico, I'organismo cerchi di riparare a takioni
innalzando i livelli di fattori neuroprotettivi traui IGF-1, che, in esperimenitn vitro su
neuroni ippocampali, si dimostra coinvolto nellaposta del tessuto contro il peptid@ A
(Doreet al, 1997). La perdita di sensibilita all'azione GiH-1 e, probabilmente, associata ad
una disfunzione della cascata di trasduzione dglae attivata dal fattore neurotrofico, dal

momento che I'espressione di IGF-1R é aumentata.

Tale ipotesi € avvalorata da styndist-mortemn pazienti AD, che rivelano una riduzione dei
livelli di attivita dei recettori tirosin-chinasigispetto ad individui controllo (Frolickt al,
1999); inoltre, si & dimostrato in esperimeintivitro che l'inadeguato segnale di IGF-1,
dovuto ad una ridotta attivazione di PI3K ed Aketetmina un’iperfosforilazione di tau,
proteina citoscheletrica che si ritrova nei NFTis¢antrabili, insieme alle placche senili, in
AD (Schubertt al, 2003; Schubest al, 2004).

Nel presente lavoro di tesi si & osservato charklhna il decremento fisiologico dei livelli
del fattore neurotrofico IGF-1 si manifesta in mq@d marcato e precoce rispetto al genere
maschile; tale dato depone, ancora una volta, @ard¢adell’ipotesi che, durante la menopausa,
si instauri un quadro neuroendocrino favorenteelarodegenerazione, che coinvolge 'azione
sinergica di numerosi fattori, come estrogeni ed~-IG In base ai nostri risultati, in

corrispondenza della menopausa si assiste ad uddapdelle funzioni endocrine dell’asse
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HPG, con riduzione dei livelli di estradiolo e peserone, cui si accompagna un significativo
decremento fisiologico dei livelli di IGF-1, conaadio piu precoce rispetto alluomo e che
raggiunge il culmine nella fascia di transizionenmgausale.

Numerosi sono i lavori che dimostrano I'esistenzardinterazione tra estrogeni ed IGF-1 nei
meccanismi di neuroprotezione, che potrebbe satendn possibile coivolgimento dei due
fattori in AD. Tali effetti neuroprotettivi e neummdulatori degli estrogeni si esplicano, in
parte, tramite l'attivazione del gene di PR-A/Becpresenta nel promotore un elemento
responsivo per gli estrogeni.

E' stato proposto, inoltre, che alcune azioni ttwdi e plastiche dell’'estradiolo sul tessuto
nervoso siano mediate dall’attivazione del segrdildGF-1; in specifiche popolazioni
neuronali gli estrogeni regolano I'espressione Idura fattori neurotrofici, tra cui BDNF
(brain-derived neurotrophic factpiSinghet al, 1995) e NGFr{erve growth factqrGibbset

al., 1994). In aggiunta, gli estrogeni esercitanam@izneuronali “rapide” od extra-nucleari
attraverso l'attivazione di segnali intracellulanediati da MAPK (Singlet al, 1999) e da
PI3K (Hondaet al, 2000), o tramite la modulazione dei livelli dalcio intracellulari
(Mermelsteinet al, 1996). Tutti questi effetti ormonali rappresemapotenziali punti di
convergenza tra il segnale degli estrogeni e dilGk modo analogo in modelli sperimentali
di neurodegenerazione indotta da acido kainicaaty slimostrateche I'attivazione di ER
risulta necessaria per esplicare I'azione neureftrea di IGF-1, la quale viene abolita dopo
trattamento con antagonisti di ER (Azcoiiaal, 1999).

Nel presente studio, la popolazione femminile grgeost-menopausale e stata suddivisa nei
gruppi con livelli di IGF-1 normali o ridotti, sendo uncut-off predefinito. Nella popolazione
pre-menopausale con livelli normali di IGF-1, lencentrazioni plasmatiche di estradiolo
risultano positivamente correlate con I'espressidn®R-A/B; tale correlazione si perdeva
considerando, nella stessa popolazione, il gruppo liwelli ridotti di IGF-1. L'assenza di
correlazione positiva tra livelli di estradiolo edpressione di PR-A/B si ripresenta nella
popolazione post-menopausale in entrambi i gruggmi, livelli normali o ridotti di IGF-1.

Dal momento che nel primo caso considerato (donmea-menopausa con livelli normali di
IGF-1) non si € ancora verificata la caratteristaduta dei livelli di estrogeni e di IGF-1 eta-
correlata, la regolazione del gene di PR-A/B daepdegli estrogeni € mantenuta intatta,
come atteso. Considerando I'espressione di PR-ArBecindice di un’adeguata attivita degli
estrogeni, la perdita di correlazione tra PR-A/Bestiogeni nella donna in perimenopausa

con ridotti livelli di IGF-1 suggerisce che, noraste |'esistenza di un asse gonadico intatto,
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senza un’adeguata attivita somatotropa (IGF-1)effditti ormonali e, quindi, neuroprotettivi
esercitati dagli estrogeni vengano compromessi.

Nella condizione post-menopausale, come attesdralstica riduzione dei livelli di estrogeni
si accompagna ad una ridotta espressione di PRiAf&8tto che non sussista una differenza
del parametro valutato nel gruppo con livelli nolintaridotti di IGF-1, suggerisce che lo
stato ipoestrogenico rende inefficace l'azione @GiF{l sull’'attivazione di ER e sulla
conseguente espressione di PR-A/B.

Dai risultati ottenuti si osserva che estrogeni KiF-1 cooperano nel promuovere
I'espressione del gene di PR-A/B e, dato ancorarppbrtante, i due parametri necessitano
I'uno dell’altro nell’esercitare tale funzione. Dalomento che il gene di PR-A/B risulta sotto
stretta regolazione degli estrogeni, i dati ottesuspiegano attraverso una convergenza del
segnale di IGF-1 sull'attivita degli estrogeni & deativi recettori; i possibili meccanismi
molecolari sono molteplici, tuttavia, si potrebpetizzare che I'azione degli estrogeni utilizzi
elementi appartenenti alla via di trasduzione dghsle di IGF-1.

Dati interessanti derivano anche dal confronto’esressione di CD36 tra la popolazione
controllo e quella AD: in entrambi I'espressionel decettore scavenger risultava
significativamente diminuita nel paziente AD ridpeal soggetto controllo, sia giovane che
anziano.

Le cellule microgliali esprimono un’ampia gammareicettori capaci di riconoscere e legare
le forme fibrillari e non del peptide (Nin condizioni sia fisiologiche che patologiche
(Rodrigo Aet al, 2005). Tali recettori includono i recett@cavengedi tipo A (SR-A) e di
tipo B (SR-B), tra cui il CD36, i quali medianospettivamente, I'adesione e I'endocitosi
delle fibrille di AB da parte della microglia e degli astrociti (El Kpet al, 1996; Coracet

al.,, 2002). In particolare CD36 partecipa alla seomz di numerose molecole
proinflammatorie, tra cui le specie reattive dedbmeno, le citochine e l'ossido nitrico
(Coraciet al, 2002); in corso di AD I'esposizione persisted&tla microglia al peptide A
evoca una risposta inflammatoria cronica, che giasa ruolo fondamentale nella
degenerazione neuronale; per tali motivi Coraci @leghi (2002) ipotizzano un
coinvolgimento di CD36 nella patogenesi e progmssidi AD.

Un’attenta analisi dei risultati ottenuti nel prete lavoro di tesi rivela che, mentre nella
popolazione maschile I'espressione di CD36 mostrandamento costante e regolare nelle
diverse decadi di eta, nella donna il profilo diressione di CD36 subisce un brusco declino

nella fascia d'eta peri- e post-menopausale, perripwnare a valori normali nell'ultima
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decade di eta analizzata (81-90); nella finestraraisizione menopausale il livello di
espressione leucocitaria del recettore e assirtglalmguello riscontrato nei pazienti AD.

La variazione significativa di CD36 nella popolamo AD rispetto a quella controllo,
unitamente all'osservazione che tale riduzioneitsbwva gia nei pazienti con decadimento
cognitivo lieve (MCI) (Giuntaet al, 2007), conferisce a questo parametro un valeeifbivo
per la AD abbastanza elevato. Pertanto, CD36 potrebsere utilizzato comearkerprecoce

di malattia, nel riconoscimento diagnostico delipate con disturbi cognitivi (MCI e AD).
La riduzione di CD36 nella donna in peri-menopaus& non ha sviluppato ancora un
decadimento cognitivo clinicamente evidente, e yrekilmente solo temporanea: le donne
che supereranno felicemente la fase peri-menopalftori neuroprotettivi prevalenti su
guelli neurotossici), torneranno a esprimere livemali di CD36.

Recenti lavori suggeriscono che i processi infiatamajiochino un ruolo rilevante in AD. A
sostegno di questo argomento, e stato scopertoaitzecorteccia e ndiquor di pazienti AD
risultano incrementati i livelli di una serie di facole proinfiammatorie, tra cui proteine del
complemento, citochine (soprattutto IL-1, IL-6 e H®) e chemochine e loro recettoNei
processi inflammatori cronici, che conducono a mosuronale, un ruolo essenziale e svolto
dalla microglia L’attivazione persistente della noiglia derivante dalla cronica esposizione ai
depositi di B-amiloide determina il rilascio da parte di essandmerose molecole pro
inflammatorie, tra cui radicali liberi dell'ossigen ossido nitrico e diverse citochine
proinflammatorie tra cui IL-6 e TNB-

Un dato interessante &€ emerso nel presente statlaodbterminazione dei livelli leucocitari
di IL-6 nelle donne, suddivise in diverse decadei. Si € dimostrato come i livelli di IL-6,
con lingresso in menopausa, aumentano in modoifgigtivo rispetto ai soggetti di eta
differenti; pertanto, IL-6 potrebbe promuovere i@a®r degli eventi scatenanti la
neurodegenerazione. Si ritiene, quindi, che la thdeansizione menopausale sia un periodo
critico anche in relazione alle attivita inflammiagomediata da specifiche citochine pro-
inflammatorie, tra cui IL-6.

Ulteriori studi saranno necessari per verificaefficacia della terapia ormonale sostitutiva in
AD. Yue e colleghi (2005) hanno dimostrato chetapi APP23, riconosciuti come valido
modello sperimentale di AD, la carenza di estrogetivello cerebrale determina un aumento
della produzione e deposizione dBAndicando, quindi, che la carenza di estrogelinedlo
cerebrale € un fattore di rischio per lo sviluppalAD. Attualmente, i dati presenti in
letteratura a riguardo sono contrastanti: vengorfatti, attribuiti alla HRT sia la capacita di
aumentare lincidenza di AD sia un effetto neurdgttd/o. Le possibili cause di queste
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discrepanze vengono attribuite ai differenti periodcui la HRT veniva somministrata nel
corso di questi studi. Infatti, anche il recemt@l WHIMS (i cui risultati indicano che il
rischio di demenza aumenterebbe significativamenélle donne in post-menopausa
sottoposte ad HRT) non puo essere considerato uging| poiché il campionamento ha
riguardato solo donne di eta superiore a 65 amtodo alcuni studi esisterebbe un “periodo
finestra”, legato in particolare al periodo dellansizione menopausale, in cui la HRT
potrebbe dare effetti positivi, ma oltre il quake terapia non é piu efficace, ma diventa
addirittura potenzialmente negativa. Si ritiene thdéase peri-menopausale sia il momento
piu appropriato in quanto essa € caratterizzatandassetto endocrino migliore rispetto alla
fase post-menopausale, in cui gli scompensi ormomala conseguente disregolazione
dell'asse gonadico rendono piu difficile I'aziorerhacologica della HRT. | risultati ottenuti
nello studioin vitro con la microglia murina N9, sembrerebbero suggeltpesta ipotesi: il
trattamento con estrogeni sembrerebbe, infatteresempo-dipendente. Il trattamento con |l
17f3-estradiolo, infatti, € in grado di contrastargyme& in modo non completo, la riduzione
di CD36 indotta da TNI, solo quando somministrato precocemente. Questo puotettivo
viene perso quando l'estradiolo viene somministrsitaultaneamente o dopo TNE-E’
importante ricordare che molte specie reattiveakslgeno e citochine pro-inflammatorie, tra
cui TNF-a, sono state trovate iperespresse a livello ceeelsia in pazienti con AD che in
topi con patologia AD-simile (Akiyamaet al, 2000, Jimeneet al,2008) Il TNFa € una delle
maggiori citochine prodotte dalla microglia in rspa alla stimolazione da parte dd Ad € in
grado di ridurre I'espressione di CD36, contribugnebsi alla neurodegenerazione.(Hickman
et al, 2008). E’ interessante osservare che la riduzamheischio di AD nelle donne in post-
menopausa sembra legata all'utilizzo pregressostiogeni e non all’assunzione presente
(Zandiet al, 2002). Pertanto, nelle fasi precoci della menspala HRT potrebbe essere in
grado di esercitare un’azione neuroprotettiva.

Dal momento che si € dimostrato che I'attivazionalcuni geni richiede I'azione sinergica e
contemporanea di estrogeni ed IGF-1, e plausibileneare che HRT eserciti azione
neuroprotettiva solo se somministrata in un organigon una intatta funzione somatotropa:
sarebbe il caso delle donne in perimenopausa eeli hormali di IGF-1.

Sebbene siano necessari ulteriori sudi per appda®he complesse interazioni tra le azioni
di fattori come estrogeni ed IGF-1, i risultati geesente studio evidenziano I'opportunita di
effettuare una caratterizzazione del profilo enshmcfemminile prima della somministrazione
di HRT. Tale caratterizzazione sarebbe efficacessguita prima dell’entrata in menopausa,

dal momento che in tale periodo si verificano vaaai endocrine (espressione di ERs, PR-
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A/B) che scompaiono nel periodo successivo a cdusa naturale riassestamento del profilo
endocrino. L’identificazione, al momento dell'asalidi eventuali fattori di rischio (come
livelli ridotti di IGF-1), che potrebbero compronete 'esito positivo di HRT, fornirebbe
indicazioni sull'opportunita di intervenire con agie farmacologiche mirate a ripristinare un
profilo endocrino piu vicino a quello fisiologico, equindi, piu responsivo a HRT.
Riconsiderando il potenziale coinvolgimento de#aistenza per IGF-1 nelle fasi precoci del
processo neurodegenerativo in AD, sembra ragioeentdnere che il mantenimento di un
equilibrio tra estrogeni ed IGF-1 sia un validoustento per prevenire i meccanismi
neurodegenerativi, che si instaurano in corso di AD

| dati discordanti sugli effetti degli estrogenilaeHRT, negli ultimi anni hanno spinto molti
ricercatori a studiare la relazione tra I'assunegiain soia e le malattie legate all’entrata della
donna in menopausa. In particolare, la minor freqaali fratture ossee di tipo osteoporaotico,
di malattie cardiovascolari, di sintomi post-menagai e di certe forme tumorali nelle
popolazioni asiatiche rispetto a quelle occider{failercreutz e Mazur, 1997) ha concentrato
I'attenzione sull’'uso dei fitoestrogeni (derivatilh soia) nella HRT.

In realta i dati ottenuti nel nostro modello di mopausa indotta chirurgicamente, non
sembrano avvalorare lipotesi di un utilizzo deodstrogeni in sostituzione degli estrogeni.
Infatti, in tutte le indagini effettuate, i risuttattenuti per il gruppo delle ovariectomizzate +
veicolo erano sostanzialmente sovrapponibili a Iguettenuti per il gruppo delle
ovariectomizzate + fitoestrogeno. E’ noto che i##delle donne in menopausa va incontro
ad un aumento di peso; questo stesso dato si dpeopnel modello di animale
ovariectomizzato + veicolo, che risulta sovrappoeila quello in terapia con fitoestrogeni.
Questo non stupisce particolarmente, perché andat in letteratura sono molto controversi.
(Gardneret al, 2001; Wuet al, 2006; Allisonet al, 2003; Yamashitat al, 1998; Anderson
and Hoie, 2005; Let al, 2005; Hallet al, 2006; Ikedat al, 2006; Andersoet al, 2007).

Per quanto riguarda il peso dell'utero, &€ noto gheffetti dell’estradiolo sull’'utero di ratto
sono assai evidenti, tanto che in poche ore, do@osingola somministrazione, esso risulta
aumentato, soprattutto a causa di un’aumentatagadgitita vascolare, dovuta, a sua volta, ad
una stimolazione acuta dell’espressione genicaoteipa di alcuni fattori di crescita, come
VEGF (vasculaendothelial growth factgr di IGF-1 e di HbEGFHeparin binding epidermal
growth factor Cullinan-Bove e Koos, 1993) Nell'animale ovariecterato in terapia
estrogenica questo effetto era ben visibile, talst@ssere sovrapponibile al controllo (intatto

+ veicolo), avvalorando I'idea di aver utilizzatnaudose efficace di estradiolo.
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Anche per quanto riguarda l'osso esistono datiaddanti in letteratura; I'utilizzo di ratti
ovariectomizzati & riconosciuto come buon modeiletddio per I'osteoporosi, dal momento
che essi condividono molte caratteristiche clinioten la perdita ossea umana post-
menopausale (Kalu, 1991; Thorndike e Turner, 19R@¥fetto degli isoflavoni sulla massa
ossea sembra essere dose-dipendente: bassi d@&nditeina, infatti, sembrano essere
protettive, mentre le dosi piu alte risultano aveneeffetto avverso, accelerando, addirittura,
I'osteoporosi. (Andersoat al, 1998).

E’ noto che la menopausa nella donna causi carenzello soprattutto della parte
trabecolare dell'osso (metafisi; Wehrgt al, 2008). Come atteso la terapia ormonale
sostitutiva con estrogeno € in grado di bloccaedfdtto di distruzione ossea indotto
dall'ovariectomia. La presenza, pero, di una dédfera statisticamente significativa tra questo
gruppo ed il gruppo controllo intatto, potrebbe $ambrare ad una terapia sostitutiva non del
tutto adeguata: probabilmente prolungare leggernkntiurata della terapia avrebbe sortito
migliore effetto, sebbene sia importante ricordehhe, per quanto efficiente, si tratta pur
sempre di una sistema in terapia farmacologicanednan sistema fisiologico. L’assenza di
una differenza statisticamente significativa traor@ontrollo intatto e ratto ovariectomizzato
+ veicolo a livello diafisario, € giustificabile ioonsiderazione del fatto che a livello della
diafisi la carenza ossea menopausa-indotta € medente. Cio sarebbe avvalorato anche dal
dato del gruppo ovariectomizzato + estradiolo, clagdirittura, presenta livelli di
densitometria ossea maggiori rispetto al contralémpur non in modo significativo.

Come si evince dai dati ottenuti nella prima patédo studio, in corso di menopausa si
assiste ad una riduzione nell’espressione di COB&sto dato sembrerebbe riconfermato a
livello cerebrale nel ratto ovariectomizzato + wdic Ci0 sembrerebbe rappresentare un
fattore biologico di rischio di neurodegeneraziocieg, in assenza di fattori scatenanti, come
mutazioni, non ha effetto. La riduzione di CD36 mssere vista come un micro-danno, che
puod essere facilmente riparato da un trattamento esirogeni e che, solo se al quadro
ipoetrogenico si aggiungono altri fattori patogésietoinvolti nel’AD, puo sfociare nella

malattia.

L’analisi immunoistochimica, al contrario, non mastifferenze tra i diversi trattamenti né
nel numero di cellule CD36 positive, né nel numairolustersCD36 positivi. Corclusterssi

intendono degli ammassi di cellule endoteliali CD86@rcate; € noto, infatti, che CD36 é
espresso da tessuti endoteliali ed epiteliali (Fablet al, 2001). La discrepanza tra i due

risultati (biologia molecolaress immunoistochimica), pud essere giustificata daofahe
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I'espressione di CD36 in un modello come questo, dianalattia, € troppo bassa per vedere

differenze con una metodica caratterizzata da misensibilita, come l'immunoistochimica.

I modelli animali sono considerati essenziali neltarca nel tentativo di chiarire i processi

alla base di alcune malattie umane e, di conseguedi testare potenziali strategie

terapeutiche. Cio vale specialmente nel caso dedliattie neurodegenerative, come I'AD, in

cui, data I'impossibilita di una diagnosi preco@l’'nomo, le prime fasi della patogenesi non

possono essere indagate e le sole analisi possoidi effettuate solpost mortemL utilizzo

del topo APP23 nel nostro studio, ci ha permesssi, cli analizzare come vari I'espressione
cerebrale di CD36 in corso di AD, visto il ruolo gliesto recettore nella patogenesi della

malattia.

E’ noto che il topo APP23 esprima una sola dellattaristiche neuropatologiche di AD, non
presentando grovigli neurofibrillari (NFTs), ma aalella tau iperfosforilata, che ricorda una
precoce taupatia all'interno della placca stessanddtante cid esso € ritenuto un buon
modello, poiché gli NFTs non rappresentano unattesistica diagnostica inequivocabile di
AD, essendo comuni ad altre malattie come la ssidederale amiotrofica o la demenza
frontotemporale e poiché I'amiloide, in realta, eenebbe rivestire un ruolo centrale nella
patologia dell’AD; I'iniezione di A-42 nell'ippocampo di topi che esprimono una taudatau
causa un’accelerazione nell’'assemblaggio dei fitgmei tau iperfosforilata (Gotzt al,
2001) e topi che esprimono doppia mutazione, siaRR che di tau, mostrano un’accelerata
formazione di grovigli neurofibrillari rispetto &pi esprimenti solo la tau mutata (Leves
al., 2000).

Come atteso i risultati ottenuti per corteccia pdocampo seguono lo stesso andamento,
essendo le due aree principalmente interessat@dalin particolare, I'analisi sia mediante
PCR che mediante colorazione immunoistochimicajenzia un massimo di espressione per
CD36 proprio nel periodo corrispondente alla prideposizione delle placche in questo
modello di topo, ovvero il VI° mese (Sturchler-Paret al., 1997). Nei topi piu anziani, al
contrario, I'aggravarsi della malattia non va diripgasso con l'espressione del recettore
scavengeresso, infatti, si riduce, seppur non tornando anévelli basali. Apparentemente
cio potrebbe sembrare contraddittorio, vista la girg necessita di CD36, man mano che le
placche aumentano di numero. In realta, la micaoghbntinua a produrre citochine pro-
inflammatorie, ma perde la capacita di eliminareAld andando incontro a disfunzione.
L’espressione di CD36 ridotta risulta in un ridotiptake della A3 e nel conseguente
accumulo di quest’ultima. Questo processo € vsilgiia dal 1X° mese di eta e sembra

procedere in parallelo con 'aumento dei livelliAB osservato negli APP23 della stessa eta
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(Johnson-Woockt al, 1997). Pertanto, in contrasto al suo ruolo ptiete nelle prime fasi
della malattia, la disfunzione microgliale e la ¢giex della capacita di fagocitare Ia3A
contribuirebbero alla progressione della AD. A s di cio, Fialaet al. hanno dimostrato
che monociti e macrofagi ottenuti da pazienti cd #anno una inefficiente fagocitosi dBA
rispetto a quelli ottenuti da controlli eta-cortel@-iala et al, 2005). Pertanto 'incapacita
della microglia nello svolgere la funzione di ckrace della & non e altro che un risultato
diretto della risposta inflammatoria all3Atessa.

CD36, oltre che a livello centrale (Husemann e édtein, 2001; Srivastava e Jain, 2002) &
espresso anche da elementi cellulari di derivazioaerofagica periferici (Nakatat al,
1995). L’esistenza di una correlazione inversaltdato cerebrale e quello periferico risulta
essere molto interessante; infatti, mentre a liveirebrale I'espressione di CD36 segue un
andamento crescente con un massimo a 6 mesi e@uiridotti, nel lecucocita esso ha un
espressione di base piu elevata e con I'aggradetsi malattia si riduce. Cio € giustificabile
con l'esistenza di una comunicazione tra il SNdlesistema immunitario. In particolare, la
neuroinflammazione indurrebbe I'efflusso di proteidel CNS, come la (A o mediatori
dell'infammazione, attraverso la barriera ematoedalica (BBB); questo puo causare una
reazione sistemica immunitaria con reclutamentdéedsllule mieloidi o linfociti nel CNS
(Britschgi e Wyss-Coray, 2007). In questo mododangnicazione tra il CNS ed il sistema
immunitario nellAD potrebbe influenzare sia la tdiisuzione leucocitaria nel sangue, sia la
produzione di mediatori del sistema immunitaridatt, le cellule mononucleate del sangue
in pazienti AD producono livelli piu alti di citoate, come IL-PB ed IL-6, rispetto ai soggetti
controllo (Realeet al, 2005). Pertanto, la continua deposizione di acoel cervello di
questi topi a partire dal VI° mese di eta, richiamkvello centrale cellule CD36 positive, al
fine di eliminare la 8, , innescando, in realta, una sorta di circolooggiin cui CD36 stesso
si auto-inibisce producendo TNE-

In conclusione, da questo lavoro di tesi si evinbe l'ingresso della donna in menopausa
rappresenta una fase critica in cui, lo sviluppo wh’assetto biologico sfavorevole
predisporrebbe ad un aumentato rischio di neurodegeione; la menopausa di per sé non
rappresenta un fattore scatenante di malattia,enmaddificazioni che avvengono durante la
fase di transizione menopausale, tra cui la cadatdi estrogeni e la riduzione di CD36,
potrebbero dare un contributo evidente allo svitugiel’AD se in concomitanza con altri
fattori patogenetici di malattia. Inoltre, le vaziani di espressione di CD36 in corso di AD,
determinano per questo recettore un ruolo pregogearticolare di fase acuta della malattia;

con il progredire della AD; infatti, tale ruolo pettivo viene meno a causa degli eventi
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inflammatori, ai quali esso stesso partecipa. Lacgaaza di una co-localizzazione tra CD36 e
le placche di B, avvalora, ulteriormente, I'ipotesi di un ruolorp@D36 relegato alle fasi
iniziali della malattia, e, quindi, di un suo w#o come marcatore biologico precoce di AD.
Infine, sebbene l'efficacia della terapia ormonsdstitutiva in AD risulti ancora controversa,
gli estrogeni sembrerebbero rivestire un ruologito, contrastando la riduzione di CD36 in
seguito a danno; questo ruolo, pero, appare tengsmdente, avvalorando ulteriormente
I'ipotesi dell’esistenza di una finestra temporalee precede la menopausa, in cui la HRT

avrebbe degli effetti benefici.
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