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ABSTRACT
La malattia di Alzheimer ¢ una malattia neurodegenerativa progressiva,
irreversibile e fatale che comporta il danneggiamento e la morte delle cellule
nervose con lenta perdita di memoria, declino cognitivo, disabilita e decesso.
Globalmente circa 50 milioni di persone sono affette da demenza e la malattia
di Alzheimer ¢ responsabile dei due terzi dei casi totali.
La presenza di depositi extracellulari di peptide B-amiloide sottoforma di
placche senili e 1’accumulo intracellulare di proteina tau iperfosforilata
sottoforma di aggregati neurofibrillari rimangono 1 principali criteri
neuropatologici per la diagnosi di AD.
La quasi totalita dei clinical trials, che hanno come target i corrispondenti
pathways patologici di questi segni caratteristici della malattia, non hanno
portato all’identificazione di metodi efficaci per il trattamento: ad oggi le
cause alla base della malattia di Alzheimer sono ignote.
Gli scienziati ritengono che per la maggior parte dei soggetti affetti,
I’Alzheimer sia causata da una combinazione di fattori genetici, biologici,
ambientali ed epigenetici che interagiscono tra di loro.
Le modificazioni epigenetiche possono essere determinate da fattori esterni e
sono reversibili: un gran numero di evidenze suggerisce che i cambiamenti

epigenetici innescati dagli alimenti hanno un importante ruolo nel



mantenimento dello stato di salute e nella prevenzione di alcune malattie tra
cui le patologie neurodegenerative.

I meccanismi epigenetici € come 1’alimentazione possa influenzare 1’esordio e
progressione della malattia di Alzheimer rappresentano, ad oggi, un focus di
ricerca allettante per fare luce sui molteplici aspetti sconosciuti di questa
complessa patologia.

Diverse modificazioni epigenetiche sono state identificate negli affetti da
Alzheimer. Tra queste, I’alterazione dei microRNA, piccoli RNA di circa 20-
22 nucleotidi non codificanti proteina che legano mRNA target regolandone
I’espressione, ¢ stata e rimane tutt’ora, la piu estensivamente studiata.
L’alterazione della funzione dei microRNA ¢ strettamente correlata alla
patogenesi di AD e [I’espressione di alcuni microRNA differisce
significativamente tra soggetti sani e pazienti affetti da AD: queste
caratteristiche danno ai microRNA un valore potenziale diagnostico e
terapeutico per il trattamento di questa malattia debilitante.

In linea con le evidenze recenti, in questo studio ci siamo proposti di
identificare 1 microRNA deregolati nella malattia di Alzheimer e, tramite un
approccio in silico, di identificare quei pathways (correlati ai miRNA

deregolati in AD) alterati nella patologia al fine di proporre un intervento,



curativo o preventivo, basato su composti bioattivi, presenti in piante
medicinali e alimenti, e sulle abitudini alimentari.

Specifici composti bioattivi di origine naturale e piu in generale le abitudini
alimentari, sembrano infatti avere un potenziale effetto benefico nell’
Alzheimer andando a ripristinare alterazioni che, a diversi livelli, si

manifestano nella malattia.



1) AD: Alzheimer's disease

2) PD: morbo di Parkinson

3) HD: malattia di Huntington

4) SLA: sclerosi laterale amiotrofica

5) AB: peptide B-amiloide

6) APP: amyloid precursor protein

7) PHFs: paired-helical-filament

8) NFTs: neurofibrillary tangles- aggregati neurofibrillari

9) SAD: sporadic Alzheimer’s disease

10) ROS: reactive oxygen species- specie reattive dell” ossigeno
11) FDA: Food and Drug Administration

12) RE: reticolo endoplasmatico

13) BEE: barriera emato-encefalica

14) SNC: sistema nervoso centrale

15) NO: ossido nitrico

16) MCI: mild cognitive impairment- lieve deterioramento cognitivo
17) TC: tomografia computerizzata

18) RMN: risonanza magnetica nucleare

19) PET: tomografia ad emissione di positroni

20) ApoE: apoliproteina E

21) EOAD: early-onset Alzheimer's disease

22) LOAD: late-onset Alzheimer's disease

23) FAD: familial Alzheimer's disease- Alzheimer a trasmissione familiare
24) PSENT: presenilina 1

25) PSEN2: presenilina 2

26) AICD: APP intra cellular domain

27) EOFAD: early-onset familial Alzheimer's disease

28) SNPs: single nucleotide polymorphisms- polimorfismi a singolo nucleotide
29) GWAS: genome-wide association study

30) HATSs: histone acetyltransferases

31) HDAC:: histone deacetylases

32) ncRNA: non coding RNA

33) sncRNA: short non-coding RNA

34)IncRNA: long non-coding RNA

35) miRNA: microRNA

36) siRNA: short interfering RNA

37) AGO: proteine Argonaute

38) CSF: cerebrospinal fluid

39) EPA: acido eicosapentaenoico

40) DHA: acido docosaesaenoico

41) NAD: nicotinammide adenina dinucleotide

42) SIRT1: sirtuina 1

43) NF-xB: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
44) Mienturnet: MicroRNA ENrichment TURned NETwork
45) ID: identification

46) FDR: false discovery rate

47) hsa: homo sapiens



48) mmu: mus musculus

49) Wnt: wingless—int

50) PCP: planar cell polarity

51) Fz: frizzled

52) p-GSK3p: phospho glycogen synthase kinase 3 beta
53) LRP: low-density lipoprotein receptor-related protein
54) DCC: deleted in colorectal cancer

55) UNCS: uncoordinated-5

56) MeDi: Mediterrancan diet



INTRODUZIONE
Le malattie neurodegenerative sono un gruppo eterogeno di disordini
caratterizzati dalla progressiva degenerazione della struttura e della funzione
del sistema nervoso centrale o del sistema nervoso periferico.
Rappresentano una grave minaccia per la salute dell’'uomo: legate all’eta,
principale fattore di rischio, stanno diventando prevalenti in parte perche ¢
aumentata la speranza di vita.
Nel secolo passato, nei Paesi industrializzati ¢’¢ stato un aumento vertiginoso
della popolazione con eta maggiore di 65 anni; questo ci porta ad ipotizzare
che nelle prossime generazioni la proporzione della popolazione anziana
duplichera determinando un aumento cospicuo delle persone affette da
malattie neurodegenerative (1).
Quando parliamo di neurodegenerazione ci riferiamo a qualsiasi condizione
patologica che va a danneggiare 1 neuroni (escludendo pero patologie in cui la
morte dei neuroni ¢ causata da ipossia, avvelenamento, difetti metabolici e
infezioni). Vengono considerate malattie neurodegenerative: malattia
d’Alzheimer (AD), morbo di Parkinson (PD), malattia di Huntington (HD),
sclerosi laterale amiotrofica (SLA), demenza frontotemporale e atassia spino

cerebellare. Queste patologie hanno una diversa patogenesi, alcune causano



alterazioni della memoria e delle funzioni cognitive ed altre alterano la
capacita di mobilita, di parola e di respirazione autonoma.

In pratica, le malattie neurodegenerative rappresentano un largo gruppo di
disordini neurologici che hanno un’espressione clinica e patologica
eterogenea interessando specifici sottogruppi di neuroni, si sviluppano per
ragioni  attualmente non totalmente comprese e progrediscono
inesorabilmente.

Le cause delle malattie neurodegenerative sono sconosciute € i meccanismi
patogenetici attualmente identificati non hanno portato allo sviluppo di terapie
efficaci al loro trattamento.

Uno dei principali dibattiti sulla loro eziologia riguarda il ruolo della genetica
e/o dei fattori ambientali (1).

Alcune patologie hanno una maggiore incidenza familiare e base genetica:
alcune vengono ereditate con tratto autosomico dominante come Huntington,
altre- in minor frequenza- hanno una trasmissione autosomico recessiva, X-
linked o trasmissione per via materna.

Le altre sono per lo piu forme sporadiche ma c’¢ un piccolo numero di
pazienti in cui la malattia ¢ ereditaria: questo vale per PD, AD e SLA in cui il

10% dei casi ¢ familiare. Questi casi familiari pur essendo rari, rappresentano



una risorsa importante per chiarire 1 meccanismi molecolari coinvolti
ipoteticamente anche nelle forme sporadiche della malattia.

Nei pazienti in cui la malattia ¢ sporadica ovvero la maggior parte, il
contributo genetico al processo neurodegenerativo ¢ minimale: queste
scoperte portano a pensare che i1 casi sporadici non siano imputabili
esclusivamente a fattori genetici o esclusivamente a fattori ambientali ma

probabilmente ad una combinazione dei due (1).



OBIETTIVI

Negli ultimi anni il ruolo dell’epigenetica ha attirato grande interesse nel
tentativo di comprendere 1 meccanismi alla base di malattie complesse, come
AD, che non possono essere spiegate esclusivamente attraverso fattori
genetici o ambientali: numerosi studi hanno rivelato il ruolo chiave
dell’epigenetica nello sviluppo e progressione della malattia di Alzheimer
ampliando il campo di indagine per la ricerca di biomarkers diagnostici ¢ lo
sviluppo di potenziali trattamenti terapeutici efficaci.
Partendo da queste evidenze 1’obiettivo del nostro studio ¢ stato quello di
identificare modificazioni epigenetiche, in particolare microRNA deregolati,
che potessero essere correlate all’ insorgenza e progressione della malattia di
Alzheimer e successivamente ‘agenti” come i1 composti bioattivi che fossero
in grado di intervenire in meccanismi patogenetici coinvolti nella malattia di
Alzheimer e offrire nuove possibilita di intervento per la prevenzione o cura
della malattia.
Per 1l nostro scopo sono stati utilizzati database di letteratura scientifica e
tools bioinformatici che ci hanno permesso di identificare:

1. microRNA che risultano deregolati nella malattia di Alzheimer;

2. geni regolati dai microRNA raccolti;

3. ipathways piu significativi nei quali 1 geni sono coinvolti;



4. nutrienti e composti bioattivi in grado di intervenire sui pathways
selezionati.

Il fine ultimo ¢ stato quello di valutare la possibilita di intervento

attraverso nutrienti e composti bioattivi fornendo cosi una nuova

opportunita ai fini della prevenzione, rallentamento della progressione e

potenziale cura della malattia di Alzheimer.



Capitolo I

MALATTIA DI ALZHEIMER
1.1 Epidemiologia
La malattia di Alzheimer (Alzheimer’s disease o AD) forma piu comune di
demenza, ¢ una sindrome a decorso cronico e progressivo che colpisce circa il
5% della popolazione al di sopra dei 65 anni, con il rischio per 1 donna su 5 e
1 uomo su 10 di svilupparla nel corso della loro vita (2).
Nel mondo si stimano circa 46 milioni di persone colpite da demenza, il 50-
60% delle quali soffrono di Alzheimer.
In Italia, ottava tra i paesi con il maggior numero di persone affette da
demenza, si stimano 1,4 milioni di malati, oltre 600.000 dei quali colpiti da
AD.
A causa dell’invecchiamento della popolazione si prevede che nel corso dei
prossimi 30 anni 1 casi triplicheranno ed entro il 2050 ne sara affetta 1 persona
su 85 a livello mondiale, coinvolgendo 130 milioni di individui (3).
I1 fenomeno ha assunto proporzioni tanto vaste da essere definito “una priorita

di sanita pubblica” dall’Organizzazione Mondiale della Sanita.



1.2 Patogenesi

L’ Alzheimer ha un’eziopatogenesi di carattere multifattoriale, in cui
concorrono sia fattori genetici e sia fattori provenienti dall’ambiente
circostante, che possono indurre delle modificazioni epigenetiche nel nostro
organismo, aumentando il rischio quindi di sviluppare la malattia.

Diverse ipotesi patogeniche sono state avanzate nel corso dei decenni (Figura
1).

Tra queste troviamo (4):

Amiloide

e Tau

e Colinergica

e Mitocondriale

e Omeostasi del calcio

e Neurovascolare

e [Infiammatoria

Tuttavia, la causa di AD oggi ¢ ignota.
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Figura 1- Percentuale dei trials clinici nei quali le varie ipotesi patogenetiche per AD
sono state testate fino al 2019 (4).

1.2.1 Ipotesi Amiloide

La cosiddetta ipotesi amiloide, ovvero che 1’accumulo e la deposizione del
peptide B-amiloide sia la causa scatenante di AD ¢ stato il fulcro della ricerca
negli ultimi venti anni. Tuttavia, tutti 1 tentativi di sviluppare farmaci che
vadano ad agire sulla proteina A per trattare AD, sono falliti.

L’ ipotesi amiloide ¢ stata infatti proposta per la prima volta nel 1991 da John
Hardy e David Allsop (5): evidenziarono che le placche senili presenti nel

tessuto cerebrale di soggetti con AD erano costituite principalmente da un



peptide denominato PB-amiloide (AP), un derivato della proteina APP
(Amyloid Precursor Protein).

Secondo tale ipotesi I’evento patogenetico chiave responsabile della
degenerazione dei neuroni e delle modificazioni morfologiche, funzionali e
cognitive tipiche dell’Alzheimer ¢, di fatto, 1’eccessiva formazione o
accumulo di peptidi amiloidogenici (6).

Sono sostanzialmente due i1 meccanismi attraverso i quali la B-amiloide
produce danni neuronali e funzionali (4):

— Un meccanismo diretto, nel quale AP interagisce con componenti della
membrana cellulare e danneggia direttamente i1 neuroni e/o aumenta la
suscettibilita dei neuroni ad una varieta di fattori di danno

— Un meccanismo indiretto, nel quale AP danneggia i1 neuroni tramite
I’attivazione della microglia e degli astrociti a produrre mediatori tossici ed
infiammatori, come ad esempio ’ossido nitrico, le citochine e gli intermedi
reattivi dell’ossigeno che causano la morte dei neuroni per apoptosi o per
Necrosi.

AP fu isolato per la prima volta da Glenner e Wong nel 1984 (7).

E un peptide di 39-43 residui prodotto da tagli proteolitici di APP, proteina di

695 amminoacidi e recettore glicosilato localizzato sulla superficie della



membrana cellulare: il taglio puo avvenire attraverso 1’a- pathway o B-

pathway (figura 2).
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Figura 2- Rappresentazione dell’ipotesi amiloide e dell’ipotesi Tau (4). Nella parte
superiore le due vie di processamento della proteina APP. A sinistra, il normale
processamento di APP idrolizzata dall’ a-secretasi e successivamente dalla y-secretasi che
non produce Ap insolubile; a destra, il processamento anormale, APP viene processata da
[-secretasi e successivamente da y-secretasi con produzione di Af insolubile. Sotto, la
proteina tau che puo essere iperfosforilata a livello dei residui Ser202, Thr205, Ser396 e
Ser202 (responsabile del legame alla tubulina) con conseguente distacco della proteina
dai microtubuli e loro destabilizzazione. I monomeri di tau iperfosforilata si aggregano a
formate complessi di oligomeri ed aggregati neurofibrillari che portano alla morte

cellulare.

Nel primo caso I’APP ¢ idrolizzata prima dall’ a-secretasi e poi dalla vy-

secretasi: questo processo non produce AP insolubile (figura 2: normal

processing).
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Nel secondo caso, I’APP viene tagliata dalla B-secretasi (BACEl) e
successivamente dalla y-secretasi che produce AP insolubile (figura 2:
abnormal processing).

In condizioni normali il taglio di APP avviene prevalentemente attraverso ’a-
pathway. Una piccola quantita viene idrolizzata attraverso il - pathway e
I’AB prodotto viene eliminato dal sistema immunitario. Tuttavia, quando
intervengono mutazioni nel gene APP, ad esempio mutazioni vicine al sito di
taglio di P-secretasi o y-secretasi, APP viene idrolizzata attraverso il [3-
pathway portando all” accumulo di A insolubile (4).

AP40 ed AP42 (piu idrofobico rispetto a AB40) sono 1 principali responsabili
della formazione degli aggregati AP e contengono rispettivamente 40 e 42
residui. Un aumento del livello di AB 42 o un aumento della ratio AP 42/ AB
40 induce la formazione di fibrille AP amiloidi (8).

Dai monomeri di B-amiloide inizialmente si formano piccoli aggregati, gli
oligomeri, che poi si combinano a formare fibrille insolubili, con una struttura
terziaria ricca di foglietti B poi infine placche che contengono ammassi di
fibrille e altre sostanze (Figura 3). Non ¢ chiaro se tutte o solo alcune di
queste forme di AP siano tossiche per il cervello ma ci sono evidenze che
sostengono che le forme aggregate, oligomeri e placche siano responsabili

della morte delle cellule neuronali (9).
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Le placche amiloidi microscopiche sono considerate un segno distintivo di un

cervello affetto da AD.

Aggregated

Monomer Oligomer : Fibril Amyloid plague

Figura 3- Forme multiple del peptide amiloide e formazione di aggregati nel cervello
(10). I monomeri di - amiloide si associano a formare oligomeri solubili che possono
diffondersi nel cervello, gli oligomeri possono unirsi tra loro a formare fibrille insolubili

che a loro volta si aggregano a formare placche.

Negli ultimi anni si sono accumulate prove con modelli animali (11) che
mettono in dubbio la validita dell’ipotesi dell’ AP nella sua enunciazione
primitiva, cio¢ che 1 deficit cognitivi dell’Alzheimer siano dovuti all’effetto
citotossico che si verifica a livello delle placche da parte della AP in forma
fibrillare; il deposito di AP nel cervello non ¢ stato dimostrato essere
neurotossico in vivo; sembra altresi non essere direttamente correlato con la
gravita della demenza ed in molti pazienti non affetti da demenza sono state
riscontrate le medesime placche senili dell’AD (12).

Le attuali strategie per il trattamento di AD basate sull’ ipotesi Ap sono:

¢ inibitori delle - e y-secretasi, utilizzati per inibire la produzione di Ap;
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e farmaci che inibiscono 1’aggregazione Af;

e farmaci che agiscono sulle proteasi per degradare le Ap;

e immunoterapia basata per lo piu su anticorpi monoclonali contro Ap.
Per quanto riguarda I’immunoterapia diversi trials sono stati sospesi perché
non hanno mostrato I’effetto curativo sperato e questo suggerisce che AP sia
pit da considerare come un carattere patologico piuttosto che la causa
principale di AD: proprio il fallimento di studi di fase III con anticorpi anti-

AP ha messo maggiormente in discussione questa ipotesi storica.

1.2.2 Ipotesi Tau

Phosphorylation f

Oligomer

Stabilized
Microtubule Destabilized

Microtubule Paired Helical Neurofibrillary

Filament (PHF) Tangle (NFT)

Figura 4- Modificazione della proteina tau (13). La proteina tau che generalmente
stabilizza i microtubuli puo subire modificazioni post-traduzionali tra cui la fosforilazione.
L’ iperfosforilazione di tau porta alla sua dissociazione dai microtubuli ed alla formazione
di aggregati: dapprima si formano oligomeri, poi filamenti a doppia elica (PHF's) ed infine
aggregati neurofibrillari (NFTs).

Tau ¢ la principale proteina associata ai microtubuli MAP presente nei
neuroni in condizioni normali. Le altre due MAP neuronali sono MAPI e

MAP2.

13



Tau ¢ presente in sei isoforme nel cervello umano codificate da singolo gene
sul cromosoma 17 e generate attraverso lo splicing alternativo del pre-mRNA.
Ad oggi I'unica funzione fisiologica della tau indentificata con certezza ¢ la
promozione dell’assemblamento della tubulina in microtubuli e la
stabilizzazione della loro struttura, funzione di particolare importanza per i
neuroni che utilizzano 1 microtubuli per trasportare il segnale nei dendriti e
negli assoni.

Come MAP1 e MAP2, tau ¢ una fosfoproteina e la sua attivitd biologica ¢
regolata dal suo livello di fosforilazione. Normalmente nel cervello tau
contiene 2 o 3 moli di fosfato per mole di proteina che appare un livello
ottimale per la sua interazione con la tubulina e la sua attivita di promozione
di assemblaggio dei microtubuli. Oltre alla fosforilazione, anche lo splicing
alternativo puo influire sulla sua attivita biologica (14).

Nella ‘ipotesi tau’ si pensa che I’eccessiva o 1’anormale fosforilazione di tau
risulti nella dissociazione di tau dai microtubuli e nell’aumento della capacita
di aggregazione portando alla trasformazione della fisiologica proteina tau in
PHF- tau (paired-helical-filament) e NFTs (Neurofibrillary tangles-aggregati
neurofibrillari). Queste strutture insolubili che si accumulano all’interno dei
neuroni vanno a danneggiare le funzioni citoplasmatiche e interferiscono con

il trasporto assonale comportando la morte cellulare neuronale e inoltre

14



I’iperfosforilazione riduce la capacita della proteina tau di promuovere
I’assemblaggio dei microtubuli causando neurodegenerazione attraverso
’alterazione della funzionalita sinaptica (15).

Comprendere come la proteina tau si diffonde nel cervello nell’ambito della
malattia di Alzheimer ¢ cruciale per chiarire i meccanismi patofisiologici alla
base del disturbo e, di conseguenza, sviluppare modelli terapeutici efficaci.

L' “ipotesi di propagazione della proteina tau’ ¢ stata avanzata nel 2009 (16).
L’ alterazione della proteina tau solitamente appare in ristrette e specifiche
aree e successivamente si estende in piu regioni del cervello. Aggregati di
proteina tau, fibrillare o mal ripiegata, si propagano probabilmente all’ interno
delle cellule attraverso un meccanismo prion-like inducendo cioe¢ in
corrispondenti proteine endogene correttamente ripiegate un mal
ripiegamento, similmente a quanto avviene nelle malattie prioniche (4).

Per molto tempo 1I’ipotesi prevalente ¢ stata che cambiamenti in AP siano il
primum movens di AD, in grado cio¢ di innescare accumulo di proteina tau e
neurodegenerazione mediata da tau; alcuni invece hanno ipotizzato mancanza
di specifica interazione tra AP e tau nell’indurre la patologia.

Tuttavia, un numero crescente di evidenze suggerisce ad oggi che entrambe
agendo sinergicamente intervengano nella patogenesi anche se con

meccanismi a noi ignoti (17).

15



1.2.3 Colinergica

E stata proposta da Peter Davies ¢ A. J. F. Maloney nel 1976: Iattivita della
colina acetiltransferasi, enzima chiave nella sintesi dell’acetilcolina, €
fortemente ridotta nell’amigdala, ippocampo, corteccia del cervello di pazienti
AD dove quindi la concentrazione di acetilcolina ¢ ridotta a livello della
sinapsi (18).

Gli inibitor1 dell’acetilcolinesterasi  (principale enzima responsabile
dell’idrolisi del neurotrasmettitore ACh) possono alleviare 1 sintomi dei
disturbi cognitivi dei pazienti AD inibendo la degradazione dell’acetilcolina,
neurotrasmettitore importante nel favorire la comunicazione tra i neuroni, che
sembra avere un ruolo nell’apprendimento e nella memoria. Questi farmaci
sono stati quindi utilizzati negli ultimi 20 anni per migliorare la qualita di vita
delle persone affette ma non hanno bloccato la progressione della malattia
(19): aumentando 1 livelli dell’acetilcolina nelle sinapsi mitigano parzialmente

1 sintomi cognitivi anche se per un breve periodi di tempo (1-3 anni)(20).

1.2.4 Ipotesi Mitocondriale
Una delle principali ipotesi circa I’esordio di AD sostiene che la disfunzione
mitocondriale e lo stress ossidativo siano 1’evento inziale responsabile

dell’insorgenza della patologia (21).
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Nel 2004 Swerdlow e Khan hanno per primi introdotto I’ipotesi della cascata
mitocondriale ed avanzato I’idea che la funzionalita mitocondriale avrebbe
potuto influenzare 1’espressione ed il processamento di APP e I’accumulo di
AP nella SAD (22).

I mitocondri sono organelli cellulari ereditati per via materna, richiesti per 1
processi bioenergetici € sono anche coinvolti nel metabolismo degli
amminoacidi, lipidi steroidei, omeostasi del calcio, produzione di ROS e
nell’apoptosi. Nel cervello dove ¢ richiesta e consumata una grandissima
quantita di energia, il numero dei mitocondri ¢ elevato e la loro alterazione
puo essere un serio rischio per la sopravvivenza dei neuroni (21).

Infatti, 1 neuroni sono strettamente dipendenti dalla presenza dei mitocondri,
in particolare, a livello delle sinapsi, dove questi organelli producono ATP e
regolano il metabolismo del calcio, funzioni fondamentali per la
neurotrasmissione e per la formazione del potenziale di membrana lungo gli
assoni. Questo giustifica I’elevata concentrazione di mitocondri nell’ area
sinaptica, piu alta rispetto ad ogni altra parte dei neuroni.

In accordo con cio il corretto ed efficiente trasporto dei mitocondri a livello
delle sinapsi ¢ fondamentale per il loro corretto funzionamento. Sia 1

mitocondri sinaptici sia quelli non sinaptici, infatti, vengono sintetizzati a
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livello del soma neuronale e successivamente trasportati nelle altre regioni del
neurone nelle quali sono necessari (23).

Numerose ricerche hanno mostrano la diffusa alterazione mitocondriale nel
cervello di pazienti AD.

In linea con l'osservazione che 1’alterazione del metabolismo energetico
preceda 1’esordio clinico di AD, la disfunzione mitocondriale ¢ considerata
come una caratteristica della patologia precoce e prominente, suggerendo un
ruolo critico nella patogenesi di AD (24).

Ad oggi il collegamento tra la disfunzione mitocondriale e AD deve essere
chiarito ma molte evidenze indicano che il progressivo accumulo di AP nei
mitocondri potrebbe rappresentare la causa dell’alterazione delle loro funzioni
fisiologiche (25).

Al momento non ¢ possibile quindi stabilire se la disfunzione mitocondriale
giochi un ruolo primario o secondario nell’ AD: I’alterazione del metabolismo
energetico mitocondriale, ’aumento dello stress ossidativo e alterazioni del
genoma mitocondriale sono tuttavia peculiarita delle alterazioni mitocondriali
in AD che interagiscono tra di loro per innescare un meccanismo dannoso,

senza ritorno, che porta alla patologia neurodegenerativa (25).
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1.2.5 Omeostasi del calcio

L’ipotesi che [I’alterazione dell’omeostasi degli ioni calcio porti alla
neurodegenerazione ¢ stata proposta per la prima volta dal Dr. Khachaturian
(26) nella meta degli anni Ottanta.

Gli ioni calcio (Ca*") sono importanti secondi messaggeri che intervengono
nelle funzioni e nella struttura delle cellule del sistema nervoso come crescita
neuronale, esocitosi, funzioni sinaptiche e cognitive.

L’omeostasi del calcio cellulare gioca un ruolo fondamentale nella
regolazione della fisiologia neuronale come crescita, differenziamento,
generazione del potenziale d’azione, plasticita sinaptica, apprendimento e
memoria. Dunque, 1’alterazione dell’omeostasi del calcio puo andare ad
inficiare la normale funzione delle cellule nervose e la loro struttura (27).

Un crescente numero di evidenze suggerisce che ’alterazione dell’omeostasi
del calcio intracellulare, in particolare I’anormale ed eccessivo rilascio del
calcio dal RE, giochi un ruolo importante nell’orchestrare le dinamiche della
neuropatologia di AD e le conseguenti perdita di memoria e disfunzione
cognitiva (28).

La deregolazione del calcio non ¢ stata osservata solamente come
conseguenza dell’accumulo degli oligomeri di AB ma anche prima delle altre

alterazioni patologiche di AD (alterazione del processamento di APP,
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iperfosforilazione di tau, produzione di ROS, alterazione della plasticita
sinaptica) (27).

Appurato che la deregolazione del calcio ¢ coinvolta nella patogenesi di AD,
¢ plausibile che agenti chimici o piccole molecole che permettano di
correggere questa alterazione potrebbero rappresentare un potenziale
approccio terapeutico per la prevenzione o trattamento di AD.

Numerosi farmaci che hanno come target 1 canali del calcio plasmatici hanno
mostrato una buona efficienza in vitro ed in vivo in modelli AD. Alcuni di
questi sono stati gia approvati dalla FDA per il trattamento di AD
(Memantine) o per studi clinici (Nimodipine) (29). Tuttavia, tutti questi
farmaci prendono di mira i canali della membrana plasmatica piuttosto che le
vie di segnalazione intracellulari del Ca?>" maggiormente alterate come quelle
del RE e lisosomi.

Ulteriori ricerche sono dunque necessarie per chiarire il meccanismo
molecolare che connette 1’alterazione dell’omeostasi del calcio intracellulare
con la patogenesi di AD in modo tale da poter sviluppare farmaci piu specifici
che abbiano come target i canali presenti nelle membrane degli organelli
intracellulari come RE, mitocondri e lisosomi e che potrebbero rappresentare

una nuova speranza per la prevenzione/trattamento dell’AD (27).
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1.2.6 Ipotesi neurovascolare

L’ipotesi neurovascolare sostiene che la riduzione della clearance della A sia
causata da un’alterazione a carico di LRP-1, il principale trasportatore dal
cervello di AP attraverso la barriera ematoencefalica. La BEE ¢ costituita da
cellule endoteliali unite tra loro da giunzioni serrate che impedisco il
passaggio non regolato di sostanze tra cervello e il sangue svolgendo una
funzione di barriera: in accordo con I’ipotesi neurovascolare la riduzione del
trasporto cervello/sangue di AP attraverso queste cellule endoteliali
porterebbe ad un aumento di AP nel cervello contribuendo alla patogenesi di

AD (30).

1.2.7 Ipotesi Infiammatoria

L’infiammazione acuta nel SNC ¢ un meccanismo di difesa contro infezioni,
tossine e traumi ma quando c’¢ un disequilibrio tra 1 segnali pro-inflammatori
e antiinflammatori come ¢ stato visto in AD il risultato ¢ un’inflammazione
cronica (neuroinfiammazione).

La neuroinfiammazione ¢ attribuita alle cellule della microglia attivate, agli
astrociti e al rilascio di citochine pro-infiammatorie. Quindi I’inflammazione

a livello del SNC appare avere una duplice funzione, giocando un ruolo
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neuroprotettivo in fase acuta, ma negativo quando viene attivata
cronicamente.

La microglia e gli astrociti attivati cronicamente infatti rilasciano una grande
varieta di prodotti pro-infiammatori e tossici come ROS, NO, citochine.

La neuroinfiammazione in AD ¢ considerata “un’arma a doppio taglio”
poich¢ le cellule immunitarie del SNC svolgono si un ruolo positivo
degradando gli aggregati di A ma anche negativo poiché producono sostanze
citotossiche che aumentano la deposizione dell’AP portando alla disfunzione
neuronale.

Un’ elevata espressione di mediatori inflammatori ¢ stata rilevata attorno alle
placche AP ed agli aggregati neurofibrillari (31).

Le cellule della microglia sono cellule immunitarie localizzate in tutto il
cervello, midollo spinale, retina, nervi ottici ma soprattutto nell” ippocampo e
nella substantia nigra. Quando sono inattive partecipano alla neurogenesi, alla
neuroprotezione ed all’ eliminazione delle sinapsi, sono in grado di rispondere
a vari stimoli (31).

L’ attivazione delle cellule della microglia ¢ uno dei primi eventi che si
verificano nella patologia dell’AD, porta all” aumento dell’effetto
proinfiammatorio e rappresenta la causa della neurotossicita. La microglia

attivata risponde migrando a livello delle placche amiloidi e fagocitando AP,
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almeno all’inizio, tuttavia nel tempo non ¢ piu in grado di processarla e la sua
prolungata attivazione risulta in un’esacerbazione della patogenesi di AD, con
accumulo di AP, produzione di citochine proinfiammatorie ¢ danneggiamento
a carico dei neuroni (32) (figura 5).

Gli astrociti localizzati nel SNC fungono da supporto per le cellule endoteliali
della barriera emato-encefalica, svolgono un ruolo nel mantenimento del
bilancio ionico e provvedono al trasporto dei nutrienti ai neuroni (31).

Nel cervello AD ci sono chiari segni di astrogliosi (aumento del numero degli
astrociti) attorno ai depositi AB. Come le cellule della microglia, gli astrociti
rilasciano citochine, interleuchine, ossido nitrico ed altre molecole
potenzialmente citotossiche dopo I’esposizione a stimoli tra cui AP e cio
potrebbe inasprire la risposta neuroinfiammatoria in AD.

La funzione di queste cellule nel SNC ¢ complessa poiché esse mostrano sia
un effetto neuroprotettivo che un effetto neurotossico: € proprio I’equilibrio
tra effetto neurotossico e neuroprotettivo e tra pro-inflammatorio e
antinfiammatorio a determinare il ruolo delle cellule della microglia e degli

astrociti nell” esordio/ progressione dell’AD (32).
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Figura 5- Attivazione della microglia in AD (32). Possibile ruolo della microglia e degli
astrociti nell’ esordio/progressione della malattia di Alzheimer attraverso induzione di
neuroinfiammazione mediata da citochine.

Nonostante numerose evidenze abbiano mostrato che I’inflammazione svolge
un ruolo chiave nella patogenesi di AD, il meccanismo d’ azione delle
molecole inflammatorie nella malattia non ¢ stato ancora ben chiarito € nuovi
studi sono necessari per poter sfruttare 1 marker inflammatori nella diagnosi,

monitoraggio o trattamento dell’AD (32).

1.2.8 Altre ipotesi
Oltre le ipotesi suddette ci sono anche altri fattori (alterazione dell’omeostasi
di ioni metallici, alterazione del sistema linfatico meningeo, microrganismi

etc.) che sembrano influenzare 1’incidenza della patologia di Alzheimer (4).
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Tuttavia, ad oggi I’eziologia di AD rimane non del tutto chiarita.
Nonostante la malattia di Alzheimer sia stata descritta piu di un secolo fa, una

chiara comprensione dei meccanismi patologici non esiste.

1.3 Decorso e sintomi di AD

Il cervello umano sano contiene 100 miliardi di neuroni ed ancora piu cellule
della glia. Ciascun neurone puo entrare in contatto con migliaia e decine di
migliaia di altri neuroni: mandano messaggi da una parte all’ altra del cervello
e dal cervello agli organi del corpo (33).

La malattia d> Alzheimer distrugge questo network tra i neuroni portando alla
perdita di funzione ed alla successiva morte cellulare.

Un numero sempre maggiore di evidenze mostra che il meccanismo
neuropatologico che porta all’ esordio di AD ha inizio circa piu di 20 anni
prima della manifestazione dei sintomi, con graduali cambiamenti nel cervello
che passano inosservati prima della manifestazione del declino cognitivo lieve
(MCI). Essendo una patologia progressiva AD interferisce con le connessioni
neuronali nelle regioni del cervello coinvolte nella memoria, tra cui la
corteccia entorinale e I’ippocampo, successivamente, va a colpire la corteccia

cerebrale responsabile del linguaggio, comportamento e ragionamento.
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Nel tempo una persona affetta da Alzheimer perde gradualmente la capacita
di vivere autonomamente poiché altre aree del cervello vengono danneggiate
(34).

L’inizio della malattia ¢ generalmente insidioso e graduale, il decorso lento e
la durata media ¢ di 8-10 anni dalla comparsa dei sintomi.

Rappresenta una delle maggiori cause di disabilita nella popolazione generale.
Il rischio di contrarre la malattia aumenta con ’eta: si stima che circa il 20%
della popolazione ultra-ottantacinquenne ne sia affetta.

Esistono tuttavia rari casi in cui la malattia esordisce in eta precoce, ovvero
prima dei 65 anni.

La malattia di Alzheimer si manifesta attraverso sintomi cognitivi (difficolta
di memoria e di linguaggio, di riconoscimento di oggetti, disorientamento),
funzionali (difficoltd nello svolgere le attivita della vita quotidiana)
e comportamentali (agitazione, ansia, depressione) che con il tempo
peggiorano (35).

Anche se la velocita di progressione puo variare, oggi 1’aspettativa media di
vita dopo la diagnosi ¢ dai 3 ai 9 anni (3).

La morte di solito ¢ causata da polmonite, malnutrizione o inanizione.
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1.4 Alzheimer’s disease continuum

La progressione della malattia d’Alzheimer da cambiamenti cerebrali
impercettibili a cambiamenti che nella persona affetta causano problemi di
memoria ed eventualmente disabilita fisiche ¢ chiamata “Alzheimer’s disease
continuum” (figura 6).

Questo ‘continuum’ ¢ costituito da tre fasi: preclinica, lieve deterioramento
cognitivo (MCI) dovuto all'Alzheimer e demenza dovuta all” AD.

La fase di demenza dell'Alzheimer ¢ ulteriormente suddivisa nelle fasi di
lieve, moderata e grave che riflettono il grado in cui 1 sintomi interferiscono
con la capacita di svolgere le attivita quotidiane (34).

Sebbene si sappia che il ‘continuum’ ha inizio con la fase preclinica e termini
con la grave demenza, il tempo impiegato da ciascun individuo in ciascuna
fase varia: la durata di ciascuna fase ¢ influenzata da eta, genetica, sesso ed

altri fattori (36).

Dementia due to AD —

Preclinical AD MCI* due to AD E Moderate Severe

No symptoms Very mild symptoms Symptoms interfere Symptoms interfere Symptoms interfere
that do not interfere with some everyday with many everyday with most everyday
with everyday activities activities activities activities

Figura 6- Alzheimer’s disease continuum (34). Fasi: preclinica; lieve deterioramento
cognitivo (MCI); demenza.
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e Fase preclinica- La fase preclinica della malattia di Alzheimer ¢ poco

evidente e non ci sono - quasi per definizione - sintomi e segni
affidabili e validi che consentirebbero una diagnosi molto precoce
prima della manifestazione di deficit irreversibili.
In questa fase, gli individui possono avere cambiamenti cerebrali che
rappresentano 1 primi segni della malattia di Alzheimer e vengono
considerati biomarkers (per esempio aumento dei livelli di AB come
mostrato dalla Tomografia a emissione di positroni-PET) ma non
sviluppano sintomi come la perdita di memoria.

e MCI (Mild Cognitive Impairment - lieve deterioramento cognitivo)

I pazienti con lieve deterioramento cognitivo presentano alterazioni
della memoria e disturbi cognitivi che tuttavia non sono cosi gravi da
influenzare I’abilita lavorativa o le relazioni.

Pazienti con MCI possono avere perdita di memoria relativa ad
informazioni che si ricordano facilmente come conversazioni, eventi
recenti o appuntamenti. Hanno inoltre difficolta nella gestione del
tempo necessario o nell’organizzazione degli step per portare a termine
un compito. Circa il 45% dei pazienti con MCI sviluppa demenza tra i 2

e15 anni (37).
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Demenza dovuta ad Alzheimer

Caratterizzata da alterazioni a carico della memoria, apprendimento e
comportamentali che vanno ad impattare sulle attivita quotidiane della
persona.

Nel corso della progressione della AD 1 pazienti presentano una pletora
di sintomi che cambia con il tempo, collegabile con il grado di
danneggiamento dei neuroni in differenti parti del cervello; la velocita
di progressione della patologia inoltre cambia da persona a persona.
Questa fase ¢ a sua volta distinta in:

Lieve- la malattia ¢ spesso diagnosticata in questa fase quando la
persona presenta evidenti problemi di memoria e alterazioni cognitive
che influiscono negativamente sulle attivita quotidiane: possono pero
ancora guidare, lavorare e praticare attivita nel tempo libero.

Moderata- Le persone mostrano maggiore alterazione della memoria e
confusione mentale tanto che necessitano di un piu intenso aiuto nelle
attivita quotidiane e per la loro cura personale: a volte sono incontinenti
e presentano inoltre cambiamenti dell’umore.

Severa- C’¢ un ulteriore declino della funzione cognitiva e la patologia
affligge inoltre il movimento e le capacita fisiche. I pazienti necessitano

di aiuto nello svolgimento delle attivita quotidiane e assistenza 24 ore
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al giorno. Solitamente sono soggetti allettati, con disfagia a solidi e/o

liquidi (34).

1.5 Segni patologici
I segni patologici caratteristici della malattia di Alzheimer, descritta per la
prima volta nel 1907 dal Dr. Alois Alzheimer (38), noti quindi da piu di cento
anni e la cui presenza ¢ richiesta per la diagnosi di malattia sono (figura 7):

e placche amiloidi extracellulari

e grovigli neurofibrillari intracellulari;
accompagnate da depositi amiloidi vascolari, perdita neuronale e sinaptica,
neuroinfiammazione ¢ astrogliosi reattiva (39).
Queste caratteristiche neuropatologiche si presentano dai 15 ai 20 anni prima
dell’esordio dei sintomi cognitivi di AD.
Le placche amiloidi sono costituite principalmente dall’ accumulo
extracellulare non vascolare di AB40 e AP42 risultato del processamento
anomalo di APP da parte delle B- and vy-secretasi e dall’alterazione
dell’equilibrio tra produzione e clearance. Le placche amiloidi sono state
inizialmente ritenute responsabili dell’alterazione della trasmissione

neuronale, della plasticita sinaptica e dei conseguenti deficit cognitivi
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osservati nelle prime fasi della malattia di AD (40) tuttavia ci sono studi
contrastanti riguardo la correlazione tra placche amiloidi, severita della
perdita neuronale e altri sintomi di AD (41).

AB42 componente principale delle placche in AD ¢ il peptide piu
fibrillogenico: tende a formare oligomeri che progressivamente si assemblano
in protofibrille successivamente convertite in fibrille mature.

Esperimenti recenti ed evidenze cliniche hanno mostrato che gli oligomeri
solubili, piuttosto che le fibrille mature, sono la forma di AB42 con maggiore
neurotossicita e responsabili dell’alterazione della plasticita sinaptica (42).

I grovigli neurofibrillari (NFTs) vennero descritti come neurofibrille che
formano spessi gomitoli vicini la superficie cellulare dei neuroni (38).

Questi aggregati intraneuronali sono costituiti prevalentemente dalla proteina
tau iperfosforilata e sono considerati caratteristici non solo della malattia di
AD ma anche della classe delle taupatie neurodegenerative (43).

L’ accumulo dei grovigli neurofibrillari ¢ associato con [’alterazione del
network microtubulare e del trasporto assoplasmatico (o flusso assonico),
essendo tau una proteina che favorisce 1’assemblaggio e stabilizza 1
microtubuli e (44).

AIl’ interno dei neuroni, 1 grovigli di proteina tau iperfosforilata, inoltre,

bloccano il trasporto di nutrienti ed altre molecole essenziali per la loro
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sopravvivenza determinandone la morte. Per questi motivi la presenza dei
NFTs in AD sembra essere strettamente correlata con il declino cognitivo,
I’alterazione sinaptica e la perdita neuronale (34).

Ci sono evidenze che suggeriscono che aggregati neurofibrillari correlino
meglio con I’alterazione delle capacita cognitive rispetto alle placche amiloidi
(8).

Nei pazienti alcuni cambiamenti possono essere accertati anche tramite un
esame macroscopico, questi perd non sono specifici ma solamente fortemente
suggestivi di AD: il cervello di pazienti affetti da AD ¢ infatti spesso
caratterizzato da atrofia corticale moderata che ¢ pii marcata a livello delle
strutture del lobo limbico e della corteccia frontale, temporale e posteriore.

Il risultato di questa atrofia ¢ 1’ingrandimento dei corni frontali e temporali
dei ventricoli laterali e la riduzione del peso del cervello (39).

Il gold-standard per la diagnosi di AD ¢ rappresentato dalla valutazione
neuropatologica post- mortem, quando 1’esame microscopico puo rivelare la

presenza delle placche e dei grovigli.

32



Healthy brain

Alzheimer’s brain

Healthy

neuron
02015
MAYO

Figura 7- Confronto tra cervello di soggetto sano e soggetto affetto da malattia di
Alzheimer (45). Nel cervello affetto da malattia di Alzheimer (a destra) sono presenti segni
caratteristici della malattia quali placche amiloidi ed aggregati neurofibrillari che
determinano danneggiamento dei neuroni.

1.6 Diagnosi

Non esiste alcun test specifico che ci permetta di diagnosticare la malattia di
Alzheimer, ¢ una diagnosi di esclusione ed ¢ il risultato di: un attento esame
clinico (46) della persona, effettuato attraverso una dettagliata raccolta delle
informazioni anamnestiche, un esame neurologico, la somministrazione di test
cognitivi (come Mini-Mental State Examination -MMSE), alcuni esami di
laboratorio per escludere cause di demenza reversibile, I’effettuazione di

specifici esami di neuroimmagine ( TC, RMN, PET etc.) (47).
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Anche se sono stati identificati geni che aumento il rischio di sviluppare AD,
dato che il contributo genetico ¢ complesso, test genetici non sono al
momento raccomandati di routine.

In particolare, sebbene esistano test del sangue per ApoE4, il loro utilizzo
pone un problema etico infatti tale mutazione ¢ associata ad un maggiore
rischio di sviluppare AD ma non determina con certezza lo sviluppo della
patologia (48).

Ad oggi dunque, la diagnosi di malattia si basa essenzialmente su sintomi che
gli individui o 1 familiari descrivono al medico, misurazioni tramite test
cognitivi ed altri test che permettano di escludere altre patologie. Tuttavia,
poiché 1 sintomi nelle prime fasi di malattia sono poco evidenti o potrebbero
essere attribuiti al normale invecchiamento, una diagnosi precoce accurata
puo essere difficile e infatti possono volerci anni per averne una.

I1 lavoro degli ultimi anni si sta concentrando sullo sviluppo di nuovi sistemi
per la diagnosi precoce quando i sintomi sono molto lievi o prima che 1
sintomi compaiano in modo tale da modificare il corso della malattia
attraverso i1l cambiamento dello stile di vita o trattamenti profilattici:
I’identificazione di nuovi biomarcatori oltre quelli gia utilizzati nella pratica

clinica (AB42 nel liquido cerebrospinale, quantificazione della tau totale e tau
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fosforilata) e il loro cambiamento nell” Alzheimer’s continuum rappresentano

importanti vie di ricerca per il futuro (49).

1.7 Forme cliniche di AD

La malattia viene distinta in sottotipi (figura 8) in base: all’eta di insorgenza
in early- onset (EOAD) e late-onset (LOAD) ed in base all’ eziologia in
familiare causata da mutazioni genetiche accertate e sporadica dovuta ad un
insieme di fattori genetici e ambientali il cui contributo, attualmente, non ¢

stato ancora ben definito (50).

EARLY ONSET AD (EOAD)
Age at onset < 65 years

<5% of AD cases

Familial (EOFAD)

3 Gene Loci

Autosomal Dominant Inheritance

| LaTE ONSET AD (LOAD) '
Age at onset > 65 years
~05% of AD cases

WESENL Familial
W PSEN2 }f‘ R Predominantly Sporadic
aarr | Multiple Gene Loci
- Genetic Risk Factors
r Other

Figura 8- Forme della malattia di Alzheimer (51). Early onset AD con esordio precoce,
prima dei 65 anni; dovuta principalmente a mutazioni geniche a trasmissione autosomica
dominante. Late onset AD rappresenta la maggior parte dei casi di AD, si manifesta dopo i
65 anni e generalmente e sporadica.
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Early-onset AD (EOAD) con eta di insorgenza varia tra 1 30 ed 1 60-65 anni.
La forma familiare rappresenta 1’1-6% di tutti 1 casi e ha generalmente
un’insorgenza precoce.

La late-onset AD (LOAD) la forma pit comune, ¢ definita come malattia con
insorgenza dopo 1 60/ 65 anni (50).

Piu del 90% dei malati di AD presentano forma sporadica € con insorgenza
tardiva.

Entrambe, EOAD e LOAD possono verificarsi in persone con storia familiare
positiva per AD.

Circa il 60% dei casi di EOAD ha molteplici casi di AD all’ interno della
famiglia e di questi casi ‘familiari’ di EOAD il 13% ha trasmissione
autosomica dominante infatti ¢i sono casi in almeno 3 generazioni successive.
Fatta eccezione per i1 pochi casi di trasmissione familiare autosomica
dominante (FAD), con mutazione a carico di un singolo gene (APP; PSENI;
PSEN2) la maggior parte dei casi di AD rappresenta una malattia complessa
dovuta presumibilmente alla combinazione di geni di suscettibilita e fattori
ambientali.

Per la LOAD sebbene i parenti di primo grado dei pazienti abbiano un rischio
doppio di sviluppare la malattia nel corso della loro vita, il modello di

trasmissione € raramente coerente con l'eredita mendeliana.
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Sebbene vi siano studi che supportano I’esistenza di una componente genetica
nella LOAD, uno specifico gene causale non ¢ ancora stato identificato:
I’unico gene fortemente correlato con la forma sporadica di LOAD, ¢ il gene
dell’apoliproteina E. Tuttavia, molti portatori dell'allele di rischio ApoE (e4)
vivono fino ai 90 anni, il che suggerisce 1'esistenza di altri fattori di rischio

genetici € / o ambientali per la LOAD che devono ancora essere identificati

Q).

1.8 Alzheimer e Genetica
Uno dei principali obiettivi della ricerca nel campo dell’Alzheimer, ¢ stato
quello di comprendere 1’eziologia genetica alla base di tale patologia e la sua

correlazione con la neuropatologia di AD.

AD Loci Gene Symbol Gene Name Chromosome Inheritance

ADI APP Amyloid precursor protein 21g21 Autosomal Dominant
AD2 APOE Apolipoprotein E 19q13.32 Sporadic

AD3 PSENI Presenilin 1 14q24.2 Autosomal Dominant
AD4 PSEN2 Presenilin 2 1g42.13 Autosomal Dominant

Figura 9- Geni correlati alle diverse forme di malattia d’ Alzheimer (2). Le mutazioni di
APP- PSENI-PSEN2 sono correlate alla forma familiare di AD, a trasmissione

autosomica dominante; il gene APOE é associato alla forma sporadica della malattia.
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Nel 50% de1 pazienti FAD (Familial Alzheimer's disease) sono state

identificate, al momento, mutazioni a carico di 3 geni (APP; PSEN1; PSEN2):

1) Amyloid precursor protein (APP)
APP ¢ una glicoproteina transmembrana di tipo 1 ubiquitaria: ¢ composta da
un largo dominio ammino-terminale extracellulare (ectodominio) e una corta
coda citoplasmatica. Partecipa a multiple funzioni cellulari come adesione
cellulare, crescita assonale, migrazione neuronale, trasporto proteico,
segnalazione cellulare e sinaptogenesi.
Il gene APP, localizzato sul cromosoma 21, va incontro ad eventi di splicing
alternativo portando al rilascio di prodotti che differiscono nel numero di
amminoacidi (per esempio APP695, APP714, APP751, APP770, APP563) e
sono differentemente espressi nei vari tessuti.
Le tre isoforme maggiormente rilevanti in AD sono espresse esclusivamente
nel sistema nervoso centrale (APP695) o nel sistema nervoso periferico e nel
centrale (APP751 e APP770) (2).
L° APP ¢ sintetizzata nel reticolo endoplasmatico e trasportata attraverso il
Golgi dove va incontro a modificazioni post-traduzionali come glicosilazione
e fosforilazione. Viene trasportata sulla superficie delle cellule attraverso

vescicole secretorie: a livello della membrana cellulare APP puo essere quindi
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tagliata dall’ a-secretasi per produrre sAPPa o internalizzata nuovamente in
vescicole ricoperte di clatrina dirette agli endosomi.

L’APP contenuta negli endosomi pud essere riciclata e trasportata verso la
superficie cellulare oppure direzionata ai lisosomi che rappresentano
I’ambiente ideale per I’attivita della B secretasi (52).

Due sono quindi 1 pathways attraverso cui APP puo essere metabolizzata:
amiloidogenico e non amiloidogenico (figura 10).

Il processo amiloidogenico comporta il taglio iniziale dell’APP da parte della
B-secretasi a livello dell’ectodominio portando al rilascio nello spazio
extracellulare di un frammento solubile di APP chiamato sAPP. Il rimanente
frammento APP B-carbossiterminale (B-CTF) ancorato alla membrana viene
quindi tagliato dal complesso della y -secretasi nel doppio strato fosfolipidico
portando alla produzione di un peptide AP (in vitro ha la tendenza ad
aggregarsi € in vivo porta alla formazione delle placche senili) e al dominio
intracellulare APP (AICD).

La maggior parte dei peptidi AP prodotti ¢ costituita da 40 residui
amminoacidici (AP 1-40), mentre una piccola percentuale ne contiene 42 (AP
1-42). AP 1-42 ¢ considerata la forma con maggiore potenziale neurotossico

poiché la presenza di due amminoacidi extra facilita il ripiegamento scorretto
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del peptide e determina una maggiore tendenza all’ aggregazione: elevati
livelli plasmatici di AB 1-42 sono stati infatti correlati con AD (52, 53).

Il processo non amiloidogenico comporta il taglio di APP da parte dell’a-
secretasi all’interno del dominio AP (precisamente tra i residui Lisina 16 e
Leucina 17) evitando la formazione di un frammento A integro e portando al
rilascio nello spazio extracellulare o luminale di un frammento di APP
solubile chiamato sAPPa. Il rimanente frammento ancorato alla membrana
chiamato APP a-CTF, puo essere ulteriormente processato dalla y -secretasi al
fine di generare AICD ed un peptide p3 che viene rapidamente degradato

(53).
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Figura 10- Processamento proteolitico della proteina APP (Amyloid Precursor Protein)
(53). (A) Struttura schematica della proteina APP: il dominio Af evidenziato in rosso ed
ingrandito con indicati i siti di taglio di a-, p- e y -secretasi. (B) Pathway di
processamento non amiloidogenico di APP da parte di a- e y -secretasi. (C) Pathway di
processamento amiloidogenico di APP dovuto al taglio sequenziale di - e y -secretasi.

Piu di 30 mutazioni di APP sono state identificate in 85 famiglie con casi di
AD. Mutazioni di APP sono correlate al 10-15% dei casi di early-onset AD
familiare (EOFAD). La maggior parte delle mutazioni di APP ¢ localizzata
nei siti di taglio della secretasi o nel dominio transmembrana tra gli esoni 16 e
17 ed alterano il processo di taglio proteolitico di APP portando all’
alterazione della ratio AB42/ APB40 attraverso aumento della produzione del

peptide AB42 neurotossico o riduzione di AB40 (54).
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2) Preseniline
Le preseniline sono proteine transmembrana che fanno parte del core
catalitico della y -secretasi (GSC) e si ritiene che abbiano un ruolo chiave
nella regolazione della proteolisi di APP.
Mutazioni in PSEN1 e PSEN2 sono state identificate nei casi di EOFAD.
Circa 1l 70% di tutte le mutazioni dei geni PSEN1 e 2 sono state rilevate in
singoli pazienti o famiglie e non in altri pazienti appartenenti a differenti
famiglie; questo rende difficile lo screening delle mutazioni nei nuovi
pazienti.
Presenilina 1 e Presenilina 2 sono per il 67% identiche e sono
ubiquitariamente espresse nel cervello e in altri tessuti: la funzione fisiologica
¢ ad oggi ignota (55).

e Presenilina 1 (PSEN1)
PSENI1, gene della presenilina 1 localizzato sul cromosoma 14, codifica per
una proteina di membrana che forma il core catalitico del complesso della vy-
secretasi.
PSENI1, nicastrin (Nct), anterior pharynx defective 1 (Aph-1) e presenilin
enhancer 2 (PSENEN) sono necessari per la stabilita ed il funzionamento del
complesso y-secretasi, proteasi integrale di membrana che taglia numerosi tipi

di proteina transmembrana di tipo 1 tra cui APP e Notch.
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Sono state riportate piu di 176 mutazioni di PSEN1 in 390 famiglie e la
maggior parte di esse ¢ rappresentata da mutazioni missenso che determinano
la sostituzione di amminoacidi nella presenilina 1. Mutazioni in PSEN1 sono
la causa piu comune di EOFAD con mutazioni missenso di PSEN1 riscontrate
nel 18%- 50% dei casi di EOFAD autosomica dominante; sono responsabili
delle forme piu severe di AD, con penetranza completa ed esordio precoce
attorno ai 30 anni. Tuttavia, vi € un'ampia variabilita nell'eta di esordio poiché
altri casi di AD associati a PSEN1 hanno un'eta media di esordio superiore a
58 anni
Le mutazioni determinano la produzione di una presenilina difettiva che
interferisce con il funzionamento della y-secretasi con conseguente
alterazione del processamento di APP ed over-produzione di un peptide AP
amiloide piu lungo e tossico (AB42) (2).

e Presenilina 2 (PSEN2)
PSEN2 gene della presenilina 2 localizzato sul cromosoma 1, cosi come
PSENI1, codifica per una proteina di membrana che forma il core catalitico del
complesso della y-secretasi.
Le mutazioni associate a PSEN2 sono state correlate all’aumento della ratio
AB42/AB40 nei topi e nell” uomo ma diversamente da quanto accade con

mutazioni in PSEN1, rappresentano una causa rara di EOFAD.
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Le caratteristiche cliniche delle famiglie affette da PSEN2 sembrano differire
dalle caratteristiche cliniche delle famiglie affette da PSEN1 in quanto I'eta di
insorgenza in questi soggetti ¢ generalmente piu avanzata (45-88 anni)
rispetto ad alcuni membri della famiglia con mutazioni PSEN1 (25- 65 anni).
Le mutazioni missenso nel gene PSEN2 probabilmente presentano una
minore penetranza rispetto a quelle del gene PSEN1 e dunque PSEN2 sembra
essere soggetto all' azione modificante di altri geni o influenze ambientali.

La funzione e I’'importanza biologica delle diverse varianti di presenilina sono
ancora poco conosciute ma la diversa espressione delle differenti isoforme
della proteina determinano cambiamento nella regolazione del processo

proteolitico di APP (2).

Tra 1 geni associati al rischio di sviluppo della forma sporadica di AD vi ¢
I’ApoE.

L’> ApoE localizzato sul cromosoma 19 ¢ un gene polimorfo con tre differenti
alleli - €2, €3 e €4- in un singolo locus genico. I tre alleli di ApoE sono
distinti in base a polimorfismi a singolo nucleotide, rs429358 e rs7412,
nell’esone 4 del gene che determinano transizione C/T in due posizioni
dell’esone 4 di apoE e sostituzione cisteina/arginina nei residui 112 e 158

della proteina ApoE matura.
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Tre sono le isoforme proteiche risultanti dai SNPs (Figura 11): €3, principale
isoforma di ApoE, contiene cisteina ed arginina in posizione 112 ¢ 158;

€2 contiene solo residui di cisteina nelle due posizioni e €4 solo residui di
arginina (2).

L’ apoliproteina E svolge un ruolo chiave nel trasporto e metabolismo dei
trigliceridi e colesterolo in diversi distretti corporei.

Nel SNC la ApoE ¢ secreta dagli astrociti e cellule della microglia e trasporta
lipidi essenziali ai neuroni, attraverso recettori specifici che legano
I’apolipoproteina (56).

Nel cervello, il colesterolo e 1 lipidi sono necessari per mantenere la plasticita
neuronale che richiede riparazione e rimodellamento delle membrane,
biogenesi degli organelli e sinaptogenesi. ApoE svolge quindi un ruolo
essenziale attraverso la formazione di particelle lipoproteiche in questo
distretto e regola piu in generale il metabolismo lipidico all’interno del SNC;
¢ inoltre coinvolta nell’immumodulazione, nella trasduzione del segnale, nella

regolazione della proteostasi e nella plasticita sinaptica (57).
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Figura 11- Isoforme di ApoE (58). L apoliproteina E (ApoE) presenta un dominio N-
terminale contenente la regione di legame al recettore ed un dominio C-terminale
contenente la regione di legame ai lipidi. Esistono tre isoforme di ApoE: ApoE2, ApoE3,
ApoE4. ApoE?2 contiene residui di cisteina (Cys) nelle posizioni 112 e 158, ApoE3 contiene
cisteina (Cys) in posizione 112 e arginina (Arg) in posizione 158; ApoE4 contiene arginina
(Arg) in entrambe le posizioni

I1 genotipo ApoE -e4 ¢ stato associato con un piu elevato rischio di AD: allele
ApoE -g4 (Argl12/Argl58) aumenta il rischio di sviluppare late-onset AD
(LOAD) di 3,7 volte se presente in singola copia o di 12 volte se presente in
doppia copia rispetto al genotipo €3/e3 (Cys112/Argl158) (59).

L’isoforma ApoE €4 ¢ piu suscettibile alla degradazione intracellulare in
astrociti € neuroni, ¢ presente in minor quantitd nel SNC e nel liquido
cefalorachidiano e traporta colesterolo e lipidi con minore efficienza.

I meccanismi alla base della patogenicita di ApoE €4 non sono stati ancora
ben compresi ma se ne ipotizzano vari: la tossicita propria dell’isoforma,

aggregazione amiloide e iperfosforilazione di tau mediate da ApoE &4 (60).
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La maggior parte delle ricerche del ruolo di ApoE in AD si ¢ focalizzata su
come le varie isoforme vadano ad interagire con il pathway dell’amiloide:
evidenze crescenti suggeriscono che 1’effetto di ApoE €4 si esplichi attraverso
I’inibizione della clearance dell’amiloide B e attraverso la promozione della
sua aggregazione (61).

Numerosi studi hanno inoltre evidenziato che APOE-g4 ¢ implicato in altri
processi patologici dell’AD e indipendenti dall’ accumulo di AP, tra cui
neuroinfiammazione, neurodegenerazione e ipometabolismo della corteccia
medio-temporale.

Uno studio recente ha indagato 1’associazione tra questo fattore di rischio
genetico e ’accumulo di proteina tau indipendentemente dall’accumulo di
AB.

La ricerca ha coinvolto circa 500 soggetti tra sani, con declino cognitivo lieve
o AD provenienti da 2 coorti indipendenti, sottoposti a PET per tau e AP e
analisi del genotipo ApoE. I risultati hanno evidenziato che, in entrambe le
coorti, 1 carrier (portatori dell’allele €4) presentano un aumento della
concentrazione di proteina tau a livello dell’area medio-temporale rispetto ai

non-carrier, indipendentemente da A, eta, sesso e status clinico.
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Secondo gli autori, questi dati suggeriscono che 1’aumento del rischio di
sviluppare AD nei carriers potrebbe essere associato a meccanismi legati sia
alla proteina AP che a tau ma indipendenti tra loro (62).

Negli ultimi anni gli sforzi si sono concentrati sulla conduzione di studi di
associazione a livello di genoma (genome-wide association study, o GWAS)
per identificare nuovi geni di rischio per LOAD.

Rapporti meta-analitici a piu stadi, di diversi gruppi, hanno documentato
l'associazione tra AD e polimorfismi a singolo nucleotide (SNPs) in dieci
geni.

I geni identificati come potenzialmente coinvolti nella patogenesi di AD sono
ABCA7, BIN1, TREM2, CD33, CLU, CRI1, EPHA1, MS4A, CD2AP e
PICALM e vengono classificati in base al coinvolgimento in diversi pathways
cellulari:

I-  Risposta immunitaria ed infiammazione: CRI1, MS4 famiglia A,
EPHA1, CD33, TREM,;

2-  Metabolismo lipidico CLU e ABCA7;

3-  Endocitosi e funzionalita sinaptica PICALM, BINI, CD2AP e
EPHAI19.

E stato ipotizzato che 1 SNPs identificati mediante GWAS nei geni sopracitati

siano in grado di influenzare 1 pathways cellulari nei quali i geni sono
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coinvolti ed essere causa di AD, tuttavia, I’esatto meccanismo di azione non ¢
ancora stato chiarito: ¢ possibile che non tutti i pathways siano alterati in
ciascun caso di LOAD ed ioltre i collegamenti tra 1 diversi pathways devono

essere ancora identificati (63).

1.9 Fattori di rischio

L’ Alzheimer ¢ considerata una malattia multifattoriale associata a numerosi
fattori di rischio (figura 12).

I fattori di rischio associati alla malattia di Alzheimer possono essere divisi in
due categorie: fattori di rischio non modificabili e fattori di rischio
modificabili.

Mentre sui primi non ¢ possibile agire, sui secondi ¢ possibile intervenire

ottenendo dei significativi risultati sul piano clinico (64).

1.9.1 Fattori di rischio non modificabili
e Eta: considerata il principale fattore di rischio per il declino cognitivo,
tuttavia la demenza non ¢ una naturale o inevitabile conseguenza

dell’invecchiamento (65);
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Familiarita: la familiarita, ovvero la presenza di una o piu persone
affette in una famiglia, aumenta la probabilita di contrarre la malattia
anche negli altri familiari. La presenza di questo fattore di rischio non
sta a significare che il familiare di un soggetto malato sviluppera
sicuramente la malattia, ma che la sua probabilita di svilupparla sara
leggermente superiore rispetto al resto della popolazione;

Genetica: svolge un ruolo cruciale nella malattia, tuttavia, le mutazioni
a carico di geni che regolano la produzione di AP permettono di
spiegare solamente una piccola percentuale dei casi di early-onset AD;
le mutazioni del gene ApoE identificato come principale fattore di
rischio per la LOAD, che rappresenta il 95% dei casi di AD, non
permettono di spiegarne interamente la patogenesi e gli altri locus
genici identificati, singolarmente, non rappresentano fattori di rischio
per la malattia (66).

Genere: maggior rischio associato al sesso femminile (64).

1.9.2 Fattori di rischio modificabili
Condizioni cliniche: obesita, diabete di tipo 2, ipertensione,

dislipidemia, depressione, malattie cerebrovascolari  (infarto
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emorragico, ictus ischemico, vasculopatie, alterazioni nella sostanza
bianca cerebrale), traumi cerebrali, malattia coronarica etc. (67,68);

e Fattori ambientali: esposizione a metalli pesanti, inquinamento, agenti
chimici etc. (69);

e Stile di vita: attivita fisica, alimentazione, qualita del sonno, stress,

consumo di alcool, fumo, isolamento sociale, bassa scolarita etc.

(67,68).
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Figura 12- Rappresentazione dei fattori di rischio, modificabili e non modificabili,
associati alla malattia di Alzheimer (33).

Negli ultimi anni un crescente numero di studi epidemiologici ha
documentato 1l ruolo cruciale dell’alimentazione e dei cambiamenti

metabolici ad essa connessi nelle alterazioni cerebrali: sebbene non ci siano
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studi clinici che abbiano ancora identificato ciascun singolo componente
alimentare come causa o terapia, le abitudini alimentari, in una complessa
sinergia, sembrano essere in grado di influenzare il rischio, I’esordio ¢ la
progressione di AD (70).

L’ alimentazione, infatti, sembra svolgere un ruolo chiave nella modulazione
dello stress ossidativo, dell’infiammazione, della plasticita sinaptica,
dell’amiloidogenesi e della neurogenesi, tutti processi fondamentali nella
patogenesi dell’ Alzheimer (71).

La dieta occidentale, per esempio, caratterizzata da un elevato contenuto di
zuccheri semplici a discapito di carboidrati complessi, elevato contenuto di
sale, acidi grassi saturi, acidi grassi trans e colesterolo, basso contenuto di
fibra, basso contenuto di acidi grassi mono- e poli-insaturi tra cui omega-3, -6
e -9 con effetto antinflammatorio, vitamine e minerali sembra avere una forte
correlazione con lo sviluppo di AD infatti:

1) porta allo sviluppo della sindrome metabolica che include
ipercolesterolemia, obesita, steatosi epatica non alcolica, infiammazione
sistemica di basso grado;

(2) induce processi neuro inflammatori attraverso iperattivazione delle cellule
della glia;

(3) stimola I’accumulo AP nel cervello di pazienti AD.
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Per questi motivi la dieta occidentale potrebbe essere considerata un
importante fattore di rischio modificabile per lo sviluppo di AD mentre una
dieta sana e bilanciata, il regolare controllo dello stato metabolico potrebbero
rappresentare metodi efficienti per la prevenzione dell’AD e potrebbero
supportare il trattamento di pazienti dopo la diagnosi di malattia (71).

In questo contesto, ¢ stato mostrato che I’aderenza alla dieta mediterranea, un
ridotto consumo di alcool, un alto consumo di acidi grassi polinsaturi e
vitamine sono associati ad un minor rischio di sviluppare AD: sembra che 1
componenti alimentari esercitino un effetto neuroprotettivo attraverso attivita
antiossidante, riduzione della disfunzione mitocondriale, riduzione della
deposizione amiloide, soppressione della neuroinfiammazione e regolazione
dei pathways di segnalazione cellulare (72).

Sono tuttavia necessari ulteriori studi per trovare il corretto collegamento tra
il consumo di nutrienti specifici, modelli dietetici ed un rischio ridotto di
sviluppare AD.

Diversamente dall’eta e dai fattori di rischio genetici, non modificabili, 1
fattori di rischio modificabili, se controllati e/o gestiti, sembrano essere
associati ad un minor rischio di declino cognitivo e demenza (73): studi
recenti hanno stimato che l'intervento sui diversi fattori di rischio modificabili

potrebbe prevenire fino al 35% dei casi di demenza (48).

53



La gestione della dieta, dell'esercizio fisico e del rischio vascolare nella
popolazione anziana a rischio sembra, infatti, prevenire il declino cognitivo e
la demenza. Tuttavia, i cambiamenti in queste abitudini dovrebbero essere
fatti al piu presto nella vita prima dell’esordio dei sintomi della malattia
poiché, successivamente, la modifica dello stile di vita potrebbe non rallentare
la conversione del MCI in demenza da AD sebbene possa migliorare il
decorso della malattia (68).

Ulteriori studi clinici sono necessari prima di poter giungere a conclusioni
definitive riguardo 1’intervento sui potenziali fattori di rischio modificabili per
ridurre il rischio dell’incidenza del declino cognitivo e della demenza (74).
Sebbene 1' esistenza di potenziali fattori di rischio modificabili non significa
che tutti 1 casi di demenza siano prevenibili o che li renda piu facilmente
gestibili dopo essere stati diagnosticati, ¢ comunque fortemente raccomandato
il cambiamento dello stile di vita ed il controllo delle comorbilita sia per la
prevenzione sia per il miglioramento dei sintomi clinici di AD poiché la
maggior parte di queste azioni andra comunque a beneficiare lo stato di salute
generale (48) (figura 13).

Prevenire ¢ sempre meglio che curare: qualsiasi possibile farmaco che in
futuro si spera andra a modificare il decorso della patologia di AD non

escludera mai il bisogno di prevenire la malattia.
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Figura 13- Sommario dei potenziali meccanismi di prevenzione della malattia di

Alzheimer (48).
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Capitolo II

EPIGENETICA
2.1 Definizione
La maggior parte dei casi di AD si presenta in forma sporadica ed ¢ il risultato
della combinazione di fattori ambientali/ stile di vita e geni di suscettibilita
attraverso meccanismi che ad oggi non sono stati interamente compresi.
La non comprensione di come ’ambiente possa influenzare 1’organismo ¢ lo
sviluppo della malattia rende difficile la scoperta delle terapie (75).
Studi recenti suggeriscono che fattori ambientali e stile di vita potrebbero
contribuire alla neurodegenerazione attraverso 1’induzione di modificazioni
epigenetiche che potrebbero, a loro volta, determinare alterazione
dell’espressione genica: ‘I’anello mancante’ tra i fattori di rischio modificabili
e non modificabili nelle forme sporadiche di neurodegenerazione, potrebbe
dunque essere ’epigenetica (76). Il termine Epigenetica venne coniato per la
prima volta da Conrad Waddington nel 1942 e ad oggi ¢ definita come lo
studio di molecole e meccanismi biologici responsabili della regolazione

alternativa dei geni senza modificare la sequenza del DNA (77).
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2.2 Meccanismi di regolazione epigenetica

I meccanismi epigenetici sono in grado di regolare, in maniera dinamica e
reversibile, la replicazione e la riparazione del DNA, la trascrizione dell’RNA
e la conformazione della cromatina, processi che a loro volta influenzano la
regolazione della trascrizione e della traduzione delle proteine e si ritiene che
siano coinvolti nella patogenesi di AD (78).

Sebbene numerosi fenomeni siano stati inclusi tra i meccanismi epigenetici,
una chiara definizione di epigenetica ancora non esiste. Solitamente si
conviene che le principali modificazioni epigenetiche siano (Figura 14): la
metilazione del DNA, le modificazioni degli istoni (acetilazione, metilazione,

fosforilazione ed ubiquitinazione), 1 non-coding RNA (79).

I

DNA modifications Histone modifications Regulatory RNA

Figura 14- Meccanismi epigenetici potenzialmente coinvolti nell’ Alzheimer (79):
modificazioni del DNA in particolare metilazione;, modificazioni istoniche; non-coding
RNA.
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2.2.1 Metilazione del DNA

La metilazione del DNA ¢ la modificazione epigenetica meglio caratterizzata
e consiste nell” aggiunta di un gruppo metile al carbonio-5 di un residuo di
citosina presente nella sequenza di DNA da parte di DNA- metiltransferasi.
Nei mammiferi, la metilazione del DNA avviene prevalentemente nei siti
CpG, dove un nucleotide citosina ¢ seguito da un nucleotide guanina.

I sitt CpG possono essere presenti in concentrazioni di diverse centinaia di
ripetizioni dinucleotidiche, chiamate isole CpG, che si trovano solitamente a
livello dei promotori dei geni.

La metilazione sembra svolgere un ruolo nel regolare I’espressione genica: un
maggiore livello di metilazione a carico dei promotori genici sembra
correlarsi con un silenziamento o una riduzione dell’espressione genica.
Tipicamente se la metilazione ha il ruolo di ‘spegnere’ 1 geni, la
demetilazione ha il ruolo di attivarli.

La metilazione ¢ nota svolgere un ruolo chiave nel normale sviluppo, nella
proliferazione cellulare e nella stabilita genomica (78).

Numerosi studi epigenetici nell” AD sono stati condotti per valutare il livello
globale di metilazione ottenendo risultati differenti: alcuni studi hanno
identificato ipometilazione associata alla malattia, altri hanno riscontrato

ipermetilazione, altri ancora non hanno trovato cambiamenti nei campioni

58



AD. Queste discrepanze sono dovute al fatto che studi differenti hanno
valutato regioni cerebrali distinte e/o diverse forme di AD (79).

Inoltre, I'uso di topi transgenici come modello per lo studio della patogenesi
di AD non ¢ in grado di replicare quella della AD umana, ancor pit non ¢ in
grado di rappresentare il profilo epigenetico possibile dell’AD umana (80).
Nonostante 1 risultati contrastanti, negli studi di associazione epigenome-wide
¢ stato visto che le alterazioni della metilazione del DNA nel tessuto cerebrale
di individui affetti da AD sono frequentemente localizzate al di fuori dei
promotori genici (e quindi delle isole CpG): nei neuroni umani gran parte
della metilazione avviene nei siti non CpG ma il ruolo di questa metilazione
“non canonica” non ¢ ancora stato ben chiarito (81).

Recentemente in uno studio internazionale ¢ stato osservato per la prima volta
in campioni umani, come [’alterazione del gene PSENI1 dipenda dalla
metilazione ‘non-CpG’, una modificazione epigenetica in grado di lasciare
una specifica ‘impronta’ e attivare una serie di meccanismi molecolari che
inducono la sovraespressione del gene.

L’ipometilazione e la conseguente sovraespressione di PSENTI oltre che nel
tessuto cerebrale umano, ¢ stata rilevata anche nei campioni di sangue
periferico di soggetti affetti da AD portando ad ipotizzare che la metilazione

non CpG (ipo) potrebbe offrire un nuovo modo di diagnosticare precocemente
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e poco invasivamente AD ed essere anche un punto di partenza per lo

sviluppo di nuove terapie (82).

2.2.2 Modificazioni istoniche

L’architettura della cromatina, il posizionamento dei nucleosomi e per ultimo
I’accesso al DNA per la trascrizione genica sono controllati dalle proteine
istoniche.

Gli istoni sono proteine che interagiscono con il DNA, formando 1
nucleosomi, e regolano il livello di impacchettamento della cromatina (Figura
15).

I nucleosomi rappresentano ’unita base della cromatina e sono formati da
ottameri che contengono due copie di ciascuna delle quattro proteine
istoniche: H2A, H2B, H3 e H4.

Le proteine istoniche possono subire, al livello della coda N-terminale,
modifiche post-traduzionali tra cui: acetilazione, metilazione, fosforilazione,
ubiquitinazione e citrullinazione.

La presenza o I’assenza di queste modificazioni influenzano la struttura e
I’accessibilita della cromatina regolando trascrizione, replicazione,

riparazione e ricombinazione del DNA (79).
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Figura 15: Rappresentazione schematica dell’organizzazione e dell’impacchettamento
del materiale genetico (83). I nucleosomi sono costituiti dal DNA (in grigio) avvolto
attorno ad otto proteine istoniche H2A, H2B, H3 e H4. Le code N-terminali degli istoni
sono riportate in blu.

Un gran numero di studi ha mostrato evidenze dell’importanza delle
modificazioni istoniche nella plasticita neuronale, nell” apprendimento e nella
memoria: c¢io ha portato ad ipotizzare il loro coinvolgimento nella malattia di
Alzheimer; tuttavia un ridotto numero di studi si ¢ focalizzato sui
cambiamenti delle modificazioni istoniche in AD mentre la maggior parte ha
valutato semplicemente 1 cambiamenti globali (79).

e Fosforilazione istonica

La fosforilazione degli istoni avviene in maniera predominante, ma non
esclusiva, all’ N- terminale della coda istonica a livello dei residui di serina,

treonina e tirosina. Il livello delle modificazioni ¢ controllato da chinasi e

fosfatasi che aggiungono o rimuovono rispettivamente il gruppo fosfato.
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Le chinasi determinano quindi I’aggiunta di una carica negativa all’istone
influenzando la struttura cromatinica (84).
La fosforilazione degli istoni riduce la loro carica positiva e di conseguenza la
loro affinita per il DNA presumibilmente facilitando I’espressione genica.
Gli studi riguardo la fosforilazione istonica, finora, si sono concentrati sull’
istone H3 ma non ci sono ancora evidenze univoche in merito al livello della
sua fosforilazione in AD (79).

e Metilazione istonica
La metilazione istonica ¢ definita come trasferimento di uno, due o tre gruppi
metile dalla S- adenosil-L-metionina ai residui di lisina o arginina delle
proteine istoniche da parte dell’istone metiltransferasi (HMTs). Nel nucleo
cellulare, quando avviene la metilazione degli istoni, specifici geni posti all’
interno del tratto di DNA complessato con gli istoni possono essere attivati o
inattivati (85).
Anche per la valutazione del livello di metilazione istonica, gli studi si sono
concentrati sui siti di modificazione post traduzionale dell’istone H3, tra cui le
lisine 9 e 27 (H3K9 e H3K27) siti generalmente correlati all’ inattivazione
genica: aumentati livelli di lisina 9 dimetilata (H3K9me2) sono stati osservati
in campioni postmortem di corteccia occipitale di pazienti AD rispetto ai

controlli (86); aumentati livelli di lisina 9 trimetilata (H3K9me3) sono stati
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osservati in studi nel quali sono stati confrontati campioni di corteccia
cerebrale ed ippocampo di gemelli monozigoti con e senza AD (87).

e Acetilazione istonica
L’ acetilazione istonica ¢ una reazione nella quale un gruppo acetile viene
generalmente aggiunto ai residui di lisina presenti all” N-terminale delle code
istoniche. E regolata da due tipi di enzimi: istone acetiltransferasi (HATs) ed
istone deacetilasi (HDACS).
Le HATSs sono responsabili dell’acetilazione e determinano I’apertura della
cromatina favorendo il reclutamento di fattori di trascrizione e co-attivatori
necessari per 1’attivita trascrizionale.
Al contrario, le HDACs rimuovono I’acetile determinando impacchettamento
della cromatina ed inattivazione trascrizionale.
Riguardo 1 cambiamenti dei livelli di acetilazione in AD, gli studi presenti in
letteratura riportano risultati contrastanti ed ¢ da aggiungere che le
modificazioni post-traduzionali degli istoni si alterano rapidamente dopo la
morte dell’individuo (88).
Alcuni studi recenti hanno mostrato che gli inibitori delle HDACs hanno un
effetto neuroprotettivo in quanto ripristinano il deficit dell’apprendimento e
della memoria nei modelli di topo AD; mentre ’incremento dell’acetilazione

istonica sembra essere coinvolta nella patogenesi di AD (89).
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Nonostante diversi studi abbiano mostrato che gli HDACs inibitori hanno
proprieta neuroprotettive in topi modello di AD, tuttavia la specifica azione
delle HDACs nelle malattie neurodegenerative ¢ tutt’ora poco conosciuta e ad
oggi solamente pochi pan-inibitori di HDACs sono stati utilizzati in studi
preclinici.

Sarebbe necessario chiarire il ruolo di ciascuna HDACs in AD per poter
sviluppare inibitori specifici da poter utilizzare nel trattamento della demenza:
non c’¢ alcun dubbio che gli inibitori delle HDACs rappresentino una
promessa per lo sviluppo di strategie terapeutiche per la malattia di Alzheimer
e I’alterazione della memoria ed apprendimento associate.

Identificare il ruolo ¢ fondamentale per lo sviluppo di inibitori specifici di
HDAC:s volti alla cura di AD. L’ aumento della specificita per le isoforme
degli inibitori delle HDACs potrebbe aumentare 1’efficienza nel ripristino del
deficit cognitivo nei modelli AD (90).

Le altre modificazioni istoniche sono state meno studiate. Complessivamente
ci sono crescenti evidenze che mostrano cambiamenti delle modificazioni
istoniche nel cervello AD ed un gran numero di studi ha ipotizzato che
utilizzare questi cambiamenti come target potrebbe rappresentare una

promettente strategia terapeutica. Tuttavia, ancora manca una chiara
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comprensione dei cambiamenti gene-specifici € sono necessari ulteriori studi

(79).

2.2.3 Non- coding RNA

Nonostante si sia creduto in passato che il genoma umano fosse costituito
prevalentemente da DNA ‘non funzionale’, in realta si ¢ scoperto che quasi
I’intero genoma viene trascritto ma solo circa il 2% ¢ tradotto in proteine.
Gran parte di questi trascritti, non codificanti proteine, vengono processati
con rilascio di piccoli o lunghi RNA (ncRNA) con funzione regolatoria:
attraverso il riconoscimento di sequenze specifiche su molecole di RNA o
DNA modulano struttura, splicing, stabilita, trascrizione e traduzione
dell’RNA cosi come la struttura della cromatina (91).

I ncRNA, in base alla lunghezza, vengono classificati in short non-coding
RNA (sncRNA) e long non-coding RNA (IncRNA).

Gli sncRNA, di lunghezza inferiore ai 200 nucleotidi (nt), possono essere
ulteriormente divisi in tre classi: microRNA (miRNA) molecole singolo
filamento di 20-22 nt; short interfering RNA (siRNA) molecole doppio
filamento di circa 21-24 nt; piwi-interacting RNA, 24-31 nt, in grado di
formare complessi con le proteine Piwi appartenenti alla famiglia delle

Argonaute (AGO) (92).
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[ microRNA negli ultimi anni hanno acquisito grande interesse poiché un
numero sempre maggiore di evidenze ha rilevato un loro importante ruolo nei
processi cerebrali ed ¢ stata avanzata 1’ipotesi che potessero essere coinvolti
nelle malattie neurodegenerative tra cui AD.

Anche per 1 IncRNA, generalmente definiti come trascritti di lunghezza
maggiore di 200 nucleotidi che non vengono tradotti in proteine, ¢ stato
ipotizzato un ruolo fisiopatologico nell’ AD ma un numero ridotto di studi ¢

stato condotto per chiarirne il reale coinvolgimento (79).
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Capitolo I1I

MICRORNA
3.1 Biogenesi, meccanismo d’ azione e funzioni
[ microRNA, scoperti nel 1990 (93), sono piccole molecole endogene di RNA
non codificanti proteine.
Vengono trascritti da regioni sia intergeniche che intrageniche del genoma,
generalmente dalla RNA polimerasi II (Pol II), sebbene una piccola parte sia
trascritta dalla RNA polimerasi III (figura 16): il primo prodotto della
trascrizione ¢ un lungo trascritto primario con struttura ad hairping chiamato
pri-miRNA.
Il pri-miRNA viene processato nel nucleo da un complesso chiamato
‘microprocessore’ che comprende una RNAsi di tipo III, DROSHA, una
double-stranded RNA-binding protein (RBP) DGCRS8 (DiGeorge syndrome
critical region 8 gene) ed altre proteine accessorie: il processamento nucleare
porta alla produzione di un precursore stem—loop di ~70 nucleotidi (nt),
chiamato pre-miRNA (94).
Il pre-miRNA viene esportato nel citoplasma in un processo (RAN-GTP
dipendente) che coinvolge il trasportatore nucleo-citoplasmatico Esportina-5,
il quale riconosce nucleotidi sporgenti al 3' lasciati dall'enzima Drosha (95).

Nel citoplasma il pre-miRNA viene ulteriormente processato da un’altra RNA
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polimerasi III, DICER, che associata a dsRNA-binding proteins rilascia un
miRNA maturo di ~21-25 nt duplex.

Il microRNA duplex (dsRNA) viene legato ad una proteina Argonaute (AGO)
a formare un complesso effettore, il RISC (RNA-induced silencing complex):
all’ interno del complesso uno dei due filamenti del duplex viene degradato
(filamento passeggero) mentre 1’altro costituisce il miRNA maturo (filamento
guida) (96).

Una volta inserito nel RISC, il microRNA maturo che contiene una regione
all” estremita 5° chiamata ‘seed region’ (nucleotidi dal 2° all' 8°), ¢ in grado
di appaiarsi a sequenze complementari presenti nella regione 3’-UTR (3’
untranslated region) degli mRNA target: [I’appaiamento, generalmente
parziale, determina regolazione negativa dell’espressione genica attraverso
destabilizzazione/degradazione del trascritto o inibizione della traduzione.
Generalmente, ogni miRNA puo regolare centinaia di geni target e si ipotizza

che piu di un terzo di tutti 1 geni umani siano regolati dai miRNA (97).
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Figura 16- Biogenesi dei miRNA, Via canonica (98). I pri-miRNA sono trascritti nel
nucleo da specifici geni e trasformati in pre-miRNA da un complesso chiamato
microprocessore’ formato da DGCRS e Drosha. I pre-miRNA vengono trasferiti nel
citoplasma dove Dicer rimuove il loop presente nelle molecole formando miRNA doppio
filamento che vanno a formare il complesso RISC legandosi alla proteina AGO. 1
microRna nel complesso RISC andranno a svolgere la loro funzione appaiandosi a mRNA
target: se la complementarieta e completa, I’ mRNA target viene deadenilato, privato del
CAP e completamente degradato; se la complementarieta é parziale, viene ridotta o inibita
la traduzione dell’ mRNA target e eventualmente indotta la sua degradazione.

Oltre questo pathway canonico di biogenesi dei miRNA che prevede due fasi
di taglio dei precursori, una nucleare ed una citoplasmatica, sono possibili
percorsi di sintesi alternativi che presuppongono un numero diverso di eventi
di taglio ed altri enzimi chiave: il meccanismo attraverso il quale 1 precursori
dei miRNA vengono indirizzati a pathways di biogenesi differenti non ¢
chiaro ma probabilmente dipende dal sito di origine del miRNA, dalla sua

sequenza e dalla termostabilita (99).
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I miRNA sono risultati coinvolti in tutti 1 processi cellulari tra cui la
proliferazione, differenziamento e morte cellulare, metabolismo cellulare,
risposta immunitaria sia in condizioni fisiologiche che patologiche tanto che
fin dalla loro scoperta sono stati studiati sia come potenziali biomarkers di
una grande varieta di patologie sia come target di trattamenti farmacologici. I
miRNA, infatti, sebbene siano instabili sono stati rilevati nei fluidi corporei
(es. sangue, saliva, urina, liquido cerebrospinale etc.) ed hanno caratteristiche
desiderabili per la messa a punto di farmaci: (1) un singolo miRNA down-
regola centinaia di target attraverso il legame al 3’-UTR; (2) sono corte
molecole di ~22 nucleotidi per le quali possono essere prodotti facilmente
farmaci; (3) sono spesso conservati nelle diverse specie; (4) 1 farmaci per i
miRNA possono essere facilmente trasportati in vivo attraverso numerosi

sistemi di trasporto che sono stati gia approvati per I’ uso umano (97).

3.2 MicroRNA nella malattia di Alzheimer
Circa il 70% dei miRNA annotati in banche dati sono stati identificati nel
cervello (100) dove hanno un ruolo essenziale in tutte le funzioni cerebrali

come la neurogenesi, lo sviluppo neuronale e la plasticita sinaptica.
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Sono anche implicati in disordini neurologici e neurodegenerativi (101),
infatti 1’alterazione della regolazione dei miRNA porta alla deregolazione dei
pathways di segnalazione e dei meccanismi molecolari fisiologici:
specificatamente numerosi studi hanno mostrato la loro deregolazione in

soggetti affetti da AD e in modelli animali della malattia (102,103).

3.2.1 MicroRNA come Biomarkers

Studi sul ruolo dei miRNA nella patogenesi di AD ed il loro possibile utilizzo
per la diagnosi ha portato all’ identificazione ¢ alla caratterizzazione
funzionale di numerosi miRNA differentemente espressi in varie regioni del
cervello di pazienti AD /controlli e alla scoperta di miRNA che potrebbero
essere utilizzati come biomarkers, diagnostici e prognostici, nel CSF e nel
sangue (104).

Sebbene la maggior parte dei miRNA ¢ localizzata all’ interno delle cellule
nelle quali si trovano gli mRNA target, un numero crescente di evidenze ha
mostrato che 1 miRNA vengono secreti dalle cellule (figura 17), incapsulati
all’ interno di vescicole o in forma libera legati a proteine, € si muovono nei
liquidi biologici extracellulari in una delle cinque differenti forme 1)legati a
high-density lipoprotein (HDL) in forma libera; 2) in complessi con proteine

AGO2; 3) all’ interno di esosomi; 4) all’ interno di microvescicole;
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5) accumulati in corpi apoptotici (105).

Questi ‘trasportatori’ proteggono i1 miRNA extracellulari circolanti dalla
degradazione e permettono loro di svolgere il ruolo di regolatori epigenetici
hormon-like (104). Associandosi infatti con le microvescicole o con proteine
trasportatrici, i microRNA extracellulari possono essere attivamente secreti e
trasferiti in cellule riceventi dove regolano 1 geni target.

I miRNA extracellulari sono coinvolti in vari processi fisiologici e patologici;
infatti la loro anomala espressione ¢ stata associata con diverse patologie
portando a considerare 1 microRNA extracellulari promettenti nuovi € non

invasivi markers diagnostici (106).
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Figura 17- Meccanismi di rilascio dei microRNA nell’ambiente extracellulare (107).

In particolare, ¢ sugli esosomi che si sono concentrati gli studi sui miRNA
come potenziali molecole diagnostiche.

Gli esosomi sono nano-vescicole di circa 50-100 nm di diametro che si
originano dagli endosomi di una grande varieta di cellule eucariote e
contengono proteine, lipidi, mRNA e miRNA (105).

Trasportano le componenti delle cellule di origine e sono in grado di
interagire con cellule adiacenti o distanti permettendo lo scambio

intercellulare di informazioni sia in condizioni fisiologiche che patologiche

(108).
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Identificati nella maggior parte dei fluidi corporei tra cui sangue, CSF, urina,
saliva e 1 mezzi di coltura cellulari, gli esosomi ed il loro contenuto possono
rispecchiare lo stato delle cellule infatti: 1) gli esosomi negli stati patologici
contengono generalmente miRNA deregolati o patologia-specifici; 2) hanno
la capacita di superare la barriera ematoencefalica attraverso transcitosi
dunque possono facilmente superare lo strato endoteliale ed immettersi nei
fluidi corporei che sono importanti nelle malattie cerebrali e
neurodegenerative. 3) nel sistema circolatorio di soggetti con malattie
cerebrali o neurodegenerative, sono presenti in questa specifica forma che li
protegge dall’attacco delle Rnasi (108).

Nei soggetti affetti da malattia di AD, la ricerca di biomarkers si € concentrata
su liquido cerebrospinale e sangue periferico rispetto agli altri liquidi
biologici (saliva, urina etc.).

Il prelievo del CSF richiede puntura lombare sotto anestesia generale ed ¢
complicata, piuttosto frequentemente, da effetti collaterali (109).

Un altro approccio ¢ la ricerca dei biomarkers nel sangue periferico: il sangue
e le componenti del sangue (siero e plasma) rappresentano mezzi primari nei
quali 1 microRNA vengono rilasciati sia associati a proteine che all’ interno di

vescicole.
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L’ esame del sangue periferico ¢ molto meno invasivo della puntura lombare
e di routine: sicuramente piu applicabile per uno screening di massa e per il
regolare monitoraggio della progressione della malattia (105).

Nonostante numerosi studi si siano concentrati sulla presenza nei liquidi
biologici periferici di molecole che potrebbero essere utilizzate come
biomarkers per la diagnosi di AD, miRNA specifici non sono ancora stati
identificati.

I risultati riportati sono infatti contrastanti e cid potrebbe essere dovuto alle
numerose variabili presenti nei diversi studi come il liquido biologico
utilizzato (siero/plasma vs. CSF), 1 metodi usati per I’isolamento degli
esosomi, per la quantificazione dei miRNA (es. microarrays ¢ RNA
sequencing) e per 1’analisi dei dati.

Ulteriori studi e standardizzazione dei parametri (criteri di reclutamento,
inclusione ed esclusione; metodi di validazione ed analisi statistica dei dati)
sono dunque necessari affinché i miRNA possano essere utilizzati come
biomarkers e trovare applicazione nella clinica per diagnosi precoce,
monitoraggio della progressione e della risposta ai trattamenti in AD e come

target terapeutico (108).
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3.2.2 MicroRNA come target terapeutici

L' osservazione che 1 microRNA modulano I’espressione di specifici geni in
AD ha portato 1 ricercatori a concentrarsi sulla ricerca di trattamenti
terapeutici basati sui miRNA, dato anche il fallimento delle terapie basate su
ApB.

La modulazione terapeutica dei miRNA potrebbe essere effettuata in due
modi: nel primo caso, la funzione del miRNA viene inibita attraverso un
oligonucleotide antisenso singolo filamento complementare (ASO); nel
secondo caso, I’espressione del miRNA viene aumentata o riportata a livelli
fisiologici attraverso la somministrazione di composti che stimolano la sua
produzione o un oligonucleotide doppio filamento sintetico che ha la stessa
funzione di un miRNA endogeno (miRNA mimic) (110).

Studi molto recenti in animali modello di AD e colture cellulari hanno
dimostrato che il ripristino dell’espressione di alcuni miRNA puo avere effetti
positivi tra cui neuroprotezione, ripristino delle funzioni cognitive e
rigenerazione neuronale.

E stato inoltre mostrato che I’aumento dell’espressione di altri microRNA pud
impedire ’accumulo di AB e tau in modelli animali e cellulari di AD andando

ad agire su differenti pathways molecolari (111, 112).
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Ad oggi, ci sono pochi esempi di utilizzo diretto dei miRNA come approccio
terapeutico.

Per quanto riguarda i composti che sembrano andare a modulare 1 livelli di
miRNA, ¢ stato mostrato che 1 farmaci antiinflammatori possono avere un
effetto benefico prevenendo la progressione di AD attraverso la modulazione
dell’espressione dei microRNA (113).

Inoltre, 1 composti naturali (natural compounds), come ostolo (114) e
resveratrolo, noti per il loro potenziale come agenti neuro-protettivi in AD ed
altre malattie cerebrali, sembra esercitino la loro funzione proprio modulando
specifici miRNA e attivando processi come autofagia e rigenerazione

neuronale (110).
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Capitolo IV
COMPOSTI BIOATTIVI

4.1 Definizione e funzione
La nutrizione si configura come ‘fattore ambientale’ correlato all’AD
attraverso pathways epigenetici: ¢ importante conoscere e capire quali sono 1
nutrienti o composti bioattivi di origine alimentare che intervengono in questo
campo, con le loro diverse funzioni o proprieta.
I composti con comprovata attivita biologica che hanno origine da fonti
biologiche prendono il nome di composti bioattivi: si tratta di sostanze
chimiche in grado di influenzare attivita fisiologiche e cellulari con
conseguenti effetti benefici sulla salute (115).
Tali composti possono essere definiti come sostanze in grado di modulare
attivita biologiche e importanti funzioni fisiologiche espletando le loro attivita
quali: attivita antiossidante, antiinflammatoria, immunomodulatoria, attivita
antiproliferativa e proapoptotica tramite modulazione dei segnali
intracellulari, prevenzione del danno al DNA e stimolazione dei meccanismi
di riparazione, capacita di inibizione o attivazione di specifici enzimi,
induzione o inibizione dell’espressione genica etc..
Proprio per questo, alcuni studi hanno portato ad ipotizzare che i composti

bioattivi potessero rappresentare un promettente approccio per la prevenzione
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di malattie e la conseguente messa a punto di nuovi farmaci per il loro
trattamento.

La maggior parte dei composti bioattivi deriva dal mondo vegetale -i
fitochimici- ma vi sono anche alcune fonti animali (116): possono essere
assunti sotto forma di estratti, ad esempio da piante medicinali, o in piccole
quantita con gli alimenti (117).

I principali composti bioattivi presenti negli alimenti (FBCs- food bioactive
compounds) (Figura 18) sono (118):

e Polifenoli (distinti in flavonoidi, acidi fenolici, stilbeni e lignani
presenti in frutta, verdura, legumi, cereali, spezie etc.) (119);

e Triterpeni (es. squalene nell’ olio d’ oliva);

o Fitosteroli (es. lo stigmasterolo nella soia) (120);

e Terpenoidi (es. limonene negli agrumi);

e Polisaccaridi (es. cellulosa nei semi di lino o I'inulina presente in
cicoria e tuberi) (121);

e (Carotenoidi (es. B-carotene precursore vitamina A in frutta e verdura di
colore rosso/arancione come carote e zucche) e Tocoferoli (a- e -
Tocoferolo precursori vitamina E in semi di grano e frutta oleosa);

e Glucosinolati (es. isotiocianati come il sulforafano soprattutto nella

famiglia delle Crocifere ossia senape, crescione, rafano e cavoli) (122);
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e Alcaloidi (es caffeina in te e caffe) (123);

e (Capsaicinoidi (es. capsaicina nel peperoncino);

e Peptidi bioattivi (es. canosina, creatina, taurina presenti in diversi tipi di
carni) (124);

e Acidi grassi polinsaturi (PUFA-EPA e DHA in semi oleosi, frutta secca

€ pesci grassi).

ORIGIN
O=— Animal
O— Fung
O— Bacteria

Figura 18- Principali Composti bioattivi negli alimenti: classificazione e fonti (118).
Procedendo dall’ alto a sinistra: Polifenoli in mirtilli e lamponi, fitosteroli nei fagioli di
soia; terpenoidi negli agrumi; polisaccaridi nei semi di lino, carotenoidi e tocoferoli in
carote e zucche; glucosinolati nei broccoli; triterpeni nell’ olio di oliva; alcaloidi nel
caffe; capsaicinoidi nel peperoncino, peptidi bioattivi nella carne; PUFA nel pesce.
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4.2 Composti bioattivi in AD

Studi epidemiologici e clinici hanno mostrato come le abitudini alimentari, ad
esempio la dieta mediterranea, portino benefici nei pazienti con demenza, AD
e altri disordini neurodegenerativi: i composti bioattivi, presenti negli
alimenti, proteggono 1 neuroni andando ad agire su stress ossidativo,
disfunzione mitocondriale, deficit di fattori neurotrofici, apoptosi € accumulo
di proteine alterate (125).

Ad oggi, 1 meccanismi molecolari alla base della loro attivita sono poco chiari
e necessitano di ulteriori studi, tuttavia, un numero crescente di evidenze
indica che i loro effetti biologici potrebbero essere associati con il ruolo di
regolatori dell’espressione genica, attraverso 1’azione su meccanismi
epigenetici (126).

Alcuni esempi possono essere 1 seguenti:

e La curcumina, polifenolo presente nella Curcuma longa- pianta
erbacea perenne originaria dell’Asia sud-orientale, ¢ impiegata
largamente come spezia soprattutto nella cucina indiana, medio-
orientale, thailandese.

Alcuni studi hanno messo in evidenza il ruolo della curcumina in AD,
con effetto su molteplici pathways: ha proprieta anti- amiloidi,

antiossidanti ed antiinfiammatorie (127).
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Svolge molti ruoli come regolatore epigenetico: inibisce lattivita di
DNMTs (DNA metil transferasi); regola il livello di specifici miRNA
riducendo per esempio il livello di miR-155 coinvolto nel processo
neurodegenerativo della microglia (128); interagisce con fattori di
trascrizione ed ¢ in grado di legare DNA (129).

Il resveratrolo, polifenolo presente nell’ uva rossa (e nel vino), nelle
arachidi, nelle fave di cacao ed alcuni frutti di bosco, ha mostrato
effetti neuroprotettivi in studi su modelli di topo AD e uomo:
modulando I’ espressione di alcuni miRNA, tra cui miR-134 (130) ed
il miR-155 (131), che vengono downregolati in AD, ha proprieta
antiossidanti ed antiinfiammatorie.

Il meccanismo neuroprotettivo del resveratrolo in AD sembra inoltre
essere associato alla capacita di attivazione della deacetilasi NAD-
dipendente SIRT1, la cui riduzione ¢ stata recentemente associata con
aumento della produzione e deposizione di Af nei soggetti affetti da
AD: SIRTI1 partecipa alla regolazione dell’espressione genica
attraverso deacetilazione istonica e sembra svolgere, nel cervello
adulto, un ruolo importante nella protezione neuronale dai ROS, nella

segnalazione mediata da NF-xB nelle cellule della microglia attivate,
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nel prevenire la tossicita di Af e nel contribuire al mantenimento delle
funzioni cognitive (132).

Gli acidi grassi polinsaturi (PUFA), in particolare gli omega-3 presenti
principalmente nel pesce e semi oleosi, sono molecole che
contribuiscono allo sviluppo e funzionamento del sistema nervoso
centrale: svolgono un ruolo chiave nel mantenimento della fluidita
delle membrane ed in differenti pathways di segnalazione sia
direttamente che attraverso 1 loro prodotti metabolici (133).

Numerosi studi sperimentali sull’'uomo e sui topi hanno mostrato che
gli acidi grassi omega-3, in particolare DHA, sembrerebbero in grado
di ridurre il rischio di declino cognitivo e demenza (134): esplicano il
loro effetto attraverso numerosi meccanismi cellulari tra cui la
modulazione di recettori di membrana, pompe ioniche e proteine-G, di
fattori trascrizionali e dell’espressione genica.

Tra 1 meccanismi alla base del cambiamento dell’attivita genica
mediata dagli omega 3 sembra esservi la regolazione epigenetica:
EPA e DHA sembrano in grado di influenzare la metilazione del
DNA, inducendo ipometilazione nelle regioni promotrici di specifici
geni andando ad influenzare il processo infiammatorio ed altri

processi connessi allo sviluppo di AD (135).
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Per la loro attivita biologica e farmacologica, 1 composti bioattivi potrebbero
acquisire un ruolo importante nella prevenzione e nel trattamento di AD.
Tuttavia, ad oggi, sono ancora insufficienti i dati riguardo la dose ottimale, la
biodisponibilita, le differenze tra le forme chimiche e le possibili interazioni
con le altre componenti alimentari (127).

Ulteriori ricerche in questo campo sono necessarie ma 1’assunzione di cibi
ricchi di queste sostanze apporta comunque benefici indiscutibili: studi in
modelli animali e ricerche cliniche ed epidemiologiche hanno mostrato che
I’alimentazione, soprattutto quando la dieta contiene molteplici composti
bioattivi, ha un effetto benefico sulla salute proteggendo I’organismo da stress
ossidativo, infiammazione cronica e dunque dalle malattie cronico-
degenerative.

La modifica dello stile di vita, in particolare I’introduzione di una dieta
adeguata, potrebbe ritardare o prevenire 1’esordio di AD (127). Tra i modelli
dietetici piu studiati e che sembrano prevenire il rischio della malattia di AD,
vi ¢ la dieta mediterranca: basata sul consumo di frutta e verdure, cereali,
pesce e ridotta quantita di carne, frutta secca, olio d’oliva, spezie e piccole

quantita vino rosso fornisce, infatti, una grande quantita di composti bioattivi

(136,137, 138).
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Capitolo V

TOOLS BIOINFORMATICI
5.1 La bioinformatica
Negli ultimi decenni, il progresso nelle tecniche analitiche di laboratorio (es
tecnologia high-throughput) ha consentito la raccolta rapida di una quantita di
dati, clinici e biologici, senza precedenti ed in continua crescita, proiettando le
scienze della vita nell’universo dei cosiddetti ‘big data’, temine che
genericamente descrive un patrimonio di dati esteso in termini di volume,
velocita e varieta. L’aumento del volume e della complessita dei dati ha
creato una pressante necessita di colmare il divario tra questo sviluppo
tecnologico ad alto rendimento e la capacita di gestire, analizzare e integrare 1
big data biologici. Produciamo piu informazioni di quelle che siamo in grado
di gestire e questo ci pone difronte a delle nuove sfide: da qui la necessita di
far ricorso alla bioinformatica.
La bioinformatica ¢ 1’applicazione dell’informatica alla gestione e analisi
dell’informazione biologica.
La bioinformatica combina informatica, statistica, matematica ed ingegneria
(139); si occupa di sviluppare nuovi algoritmi, metodologie e software per
I’analisi di dati biologici ed ¢ indispensabile per ottenere una visione piu

chiara della biologia degli organismi.
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La bioinformatica suggerisce quali domande un ricercatore dovrebbe porsi,
come cercare le corrette risposte, cosa fare con la grossa quantita di dati
prodotti dagli studi scientifici.

Le sue principali attivita riguardano la costruzione e il mantenimento di una
varieta di banche dati, lo sviluppo di algoritmi per I’allineamento di sequenze
di DNA, RNA e proteine, I’identificazione dei geni e l’assemblaggio dei
genomi, la predizione di strutture e interazioni di acidi nucleici e proteine, la
ricostruzione e 1’analisi di reti biologiche (biologia sistemica), 1’analisi
statistico/matematica con relativa costruzione di modelli (biologia
computazionale).

Il ruolo fondamentale della bioinformatica ¢ infatti quello di fornire le basi
teoriche per 1 recenti sviluppi biologici nelle aree omics (genomics,
proteomics, metabolomics), modellazione e analisi di sistemi, teorie predittive
del comportamento dei sistemi € metodi prescrittivi della loro evoluzione.

Dal punto di vista dei contenuti, la bioinformatica comprende:

» definizione di tecniche statistiche e algoritmi necessari a studiare la
grande mole di datiche si rende disponibile come risultato degli
esperimenti;

» definizione di strumenti di scambio e memorizzazione di informazioni

accessibili su larga scala;
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» definizione di metodologie di rappresentazione e simulazione del
comportamento di sistemi complessi come le reti geniche o
metaboliche o 1 meccanismi di segnalazione intra e intercellulari.

Nel mondo della biologia negli ultimi anni ¢ aumentato il ricorso a tecniche
bioinformatiche in quanto sono economicamente piu convenienti, riducono le
tempistiche e migliorano continuamente nell’analisi; la maggior parte delle
risorse bioinformatiche si trova nel web, ¢ gratuita e di facile accesso per tutti.
Nel lavoro di ricerca, al fine di stesura della tesi, sono stati usati due tools

bioinformatici: Mienturnet € Reactome.

5.2 Mienturnet
Mienturnet (140) (MicroRNA ENrichment TURned NETwork) ¢ un web tool
ideato per (figura 19):

1) ricevere come input una lista di geni riportati secondo I’Official Gene
Symbol (es. APP nell’homo sapiens, App in mus musculus), e dedurre
possibili evidenze (computazionali o sperimentali) della regolazione dei
miRNA basandosi sull’ analisi statistica per 1’over-rappresentazione
delle interazioni miRNA-target;

2) ricevere come input una lista di microRNA maturi secondo 1’ID

presente in miRBase (e.g. hsa-miR-15a-5p) e dedurre possibili
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evidenze (computazionali o sperimentali) della loro attivita regolatoria
su geni target basandosi sull’ analisi statistica per ['over-
rappresentazione delle interazioni miRNA-target.

Le interazioni miRNA-target risultanti vengono visualizzate come

network.

Select input
data ype

is a list of
mMRNAs?

nter list as
Official Gene
Symbol
@ '

Display
Build miRNA-target .| Analyze
interactions network network
Export
Perform target genes

functional Kl

enrichment analysis

Figura 19- Flowchart del web tool MIENTURNET (140).

Mienturnet utilizza interazioni miRNA-target predette computazionalmente e
sperimentalmente validate, scaricate rispettivamente dal sito TargetScan le

prime e miRTarBase le seconde.
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Attualmente Mienturnet permette la scelta di sei organismi: Homo sapiens,
Mus musculus, Rattus norvegicus, Caenorhabditis elegans, Drosophila
melanogaster, Danio rerio.

E dotato di un'interfaccia web semplice e intuitiva e fornisce un insieme
esauriente e ben documentato di informazioni di output.

Essendo interessati a trovare 1 target di specifici microRNA abbiamo sfruttato
I’opzione due di Mienturnet, inserendo una lista input contenente I’'ID di
ciascun microRNA, ricavato da miRBase (database di sequenze ed annotazioni
di microRNA).

Il programma elabora il file di input e fornisce immediatamente nel menu a
tendina ‘IDs found’ il numero totale di miRNA riconosciuti dal database
miRBase insieme a una tabella che include: 11 nome del microRNA,
I’accession ID in miRBase del microRNA cosi come collegamenti ipertestuali
a miRBase e la sequenza del microRNA maturo.

I microRNA non riconosciuti (se ci sono) possono essere trovati cliccando nel
menu a tendina ‘IDs not found’.

Cliccando sulla casella miRNA-target Enrichment, Mienturnet effettua
un’analisi statistica per 1’over-rappresentazione delle interazioni miRNA-
target incluse nell'elenco dei microRNA di input. Nella pagina miRNA -target

Enrichment ¢ possibile selezionare il database cui si vuol far riferimento per

89



I’analisi di arricchimento delle interazioni microRNA-target (TargetScan e/o
miRTarBase).

Selezionando la casella TargetScan, vengono considerate le interazioni
microRNA-target predette computazionalmente.

TargetScan predice 1 target biologici dei microRNA attraverso la ricerca di
siti conservati che permettono 1’appaiamento con la ‘seed region’ (la regione
compresa tra 1 nucleotidi 2-7 al 5’ della sequenza di microRNA maturo) di
ciascun microRNA.

Una famiglia di microRNA ¢ composta da microRNA con la stessa sequenza
seed: ci0 implica che 1 membri della stessa famiglia di microRNA
condividano tutti gli stessi bersagli e come conseguenza Il'analisi di
arricchimento viene eseguita considerando famiglie di microRNA anziché
singoli microRNA. Per il nostro studio abbiamo sfruttato questo database.
Selezionando la casella miRTarBase vengono considerate le interazioni
microRNA- target validate sperimentalmente tramite western blot,
microarrays, next-generation sequencing.

In questo caso l'analisi di arricchimento viene eseguita considerando 1

microRNA anziché le famiglie di microRNA.
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Mienturnet esegue 1’analisi di arricchimento microRNA-target utilizzando il
test ipergeometrico che ci fornisce la significativita (p-value < 0.005) per
ciascun gene target.

< (0

p=1- y ~NiJ
=Y,

M ¢ la dimensione dell’universo, ovvero il numero di tutte le interazioni
microRNA-target predette (validate) in TargetScan (miRTarBase);

K il numero delle interazioni microRNA-target predette (o validate) in
TargetScan (o miRTarBase) per uno specifico gene o microRNA in base al
tipo di input list;

N ¢ il numero di famiglie di microRNA (o numero di microRNA) della lista
input riconosciuta da TargetScan (o miRTarBase)

X ¢ il numero delle interazioni microRNA- target predette (o validate)
presenti nella lista input per un gene o microRNA selezionato.

I risultati dell’analisi di arricchimento vengono presentati come:

1) un grafico a barre dove I’asse delle Y riporta i primi dieci geni target
risultanti dell’analisi di arricchimento, mentre 1’asse X rappresenta il numero
dei microRNA che hanno come target i geni riportati sull’Y. Il colore delle

barre rappresenta I’FDR (False Discovery Rate) che aumenta dal rosso al blu;
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2) una tabella interattiva: formato da noi utilizzato per poter raccogliere 1 dati
di interesse.

Mienturnet permette inoltre di visualizzare 1 risultati ottenuti dall’ analisi di
arricchimento come ‘rete di interazioni’ microRNA-target semplicemente
cliccando sulla casella Network presente nella pagina web e scegliendo il
database di riferimento (TargetScan o miRTarBase). Anche in questo caso 1
risultati vengono riportati in diversi formati. Ad esempio, si puo visualizzare la
rete di interazione microRNA-target con una rappresentazione (network tab)
costituita da pallini blu che rappresentano i microRNA e pallini gialli che

rappresentano 1 loro geni target (Figure 20).
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Figura 20- Rappresentazione delle interazioni microRNA (sottoespressi nell’ Alzheimer) -
geni target (140).
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Inoltre, cliccando su Functional Enrichment ¢ possibile effettuare un’analisi di
arricchimento funzionale di geni target di specifici microRNA, selezionando il
database di interesse (TargetScan o miRTarBase); per questa analisi la scelta ¢
tra 1 seguenti database di annotazione: KEGG, REACTOME, WikiPathways,
Disease Ontology (disponibile solo per Homo Sapiens).

La ricerca risulta pero limitata perché ¢ possibile I’'inserimento di un numero
limitato di microRNA (appartenenti alla stessa famiglia) e che vengono

automaticamente riportati nella finestra della casella di inserimento.

5.3 Reactome

Reactome (141) ¢ un database gratuito, open source e peer-reviewed di
pathways biologici che include tools bioinformatici per la visualizzazione,
interpretazione ed analisi dei pathways gia noti al fine di supportare la ricerca
di base, l'analisi del genoma, il modelling, la biologia dei sistemi e la
formazione scientifica.

Fondato nel 2003 il progetto Reactome ¢ guidato da Lincoln Stein dell’
Ontario Institute for Cancer Research (OICR), Peter D’Eustachio della New

York University Langone Medical Center (NYULMC), Henning Hermjakob

93


http://nyulangone.org/

dell’ European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI) e Guanming Wu dell’
Oregon Health & Science University (OHSU) .

La ‘core unit’ di Reactome ¢ il pathway: infatti rappresenta visivamente come
gli acidi nucleici, proteine, complessi e altre piccole molecole sono coinvolte
nei pathways biologici (apoptosi, metabolismo energetico, risposta
immunitaria innata ed adattativa, la regolazione trascrizionale, patologie etc.).
I pathways riportati sono specie-specifici.

Il sito web di Reactome ¢ progettato per fornire all' utente una mappa grafica
dei processi e dei pathways biologici noti che ¢ anche un' interfaccia su cui
l'utente puo ‘cliccare’ per informazioni dettagliate autorevoli sui componenti
e le loro relazioni.

Reactome consente a scienziati, ricercatori, studenti, professori di trovare,
organizzare ¢ utilizzare informazioni biologiche per supportare la
visualizzazione, integrazione e analisi dei dati.

I pathways presenti in Reactome, cosi come le pagine su reazioni € molecole,
integrano le informazioni di piu di cento diverse risorse bioinformatiche
presenti online come NCBI Gene, 1 database Ensembl e UniProt, 'UCSC
Genome Browser, ChEBI database di piccole molecole e PubMed database di

letteratura scientifica.
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Tutti 1 dati e 1 software sono liberamente disponibili per essere salvati su un
dispositivo personale.

Per il nostro studio ¢ stato utilizzato Analysis Tools strumento disponibile
sull’interfaccia web di Reactome: selezionando questa funzione viene aperta
una finestra dove ¢ possibile selezionare il tipo di analisi che si vuole
condurre, copiando o caricando un file contenente 1 dati di interesse o
utilizzare un file esemplificativo.

Differenti analisi possono essere condotte in dipendenza del formato dei dati
inseriti: 1 dati inseriti dovrebbero essere una singola colonna di ‘identificatori’
come ID di UniProt, ID di ChEBI o nomenclatura dei geni.

Per la nostra ricerca abbiamo utilizzato quest’ultima opzione inserendo lista di
geni risultanti dall’ analisi effettuata con Mienturnet: questi dati vengono
mappati nei pathways presenti in Reactome e vengono condotte delle analisi
di over-rappresentazione e topologiche dei pathways.

L’analisi di arricchimento (distribuzione ipergeometrica) ¢ un test statistico
che determina se determinati pathways di Reactome sono over-rappresentati
nei dati inseriti.

L' analisi topologica dei pathways considera la connessione tra molecole,

rappresentata dagli steps del pathway (chiamate reazioni). Questa analisi
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raggruppa tutte le molecole rappresentate in ciascuna reazione come ‘unita’
del pathway.

Se alcune di queste molecole sono presenti nella lista di dati inserita, si
considera una corrispondenza con quella reazione. Questo pud dare una
migliore indicazione della proporzione del pathway che corrisponde ai dati
inseriti e potrebbe inoltre indicare che 1 dati inseriti corrispondono con
I’inizio, la fine o un passaggio del processo del pathway.

I risultati dell’analisi sono mostrati nella Analysis tab: vengono mostrati tutti i
pathways di Reactome, in blocchi di 20, ordinati secondo il p-value ottenuto
dall’analisi di over-rappresentazione.

Se piu pathways presentano lo stesso p-value, vengono classificati in base al
numero di ‘ identificatori’ della lista che si riscontrano nel pathway.

Dopo essere stata condotta I’analisi, viene mostrata la Pathway Overview:
tutti 1 pathways che contengono gli identificatori della lista inserita sono
evidenziati utilizzando una scala a colori che corrisponde al FDR.
L'evidenziazione dei pathways nella Overview fornisce una rappresentazione
immediata dei risultati dell'analisi di tutti 1 pathways.

Per visualizzare 1 dettagli di uno specifico pathway, € necessario cliccare sul
nodo che rappresenta il pathway nell’overview o nella lista gerarchica dei

pathways presente sulla sinistra
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Il risultato dell’ analisi dei pathways puo essere poi scaricato in formato PDF
(Pathways Anaysis Report) che fornisce 1 25 pathways statisticamente piu
significativi in relazione alla lista dei dati inizialmente inserita.

Tramite I’ utilizzo di Reactome ¢ stato dunque possibile identificare i
pathways nei quali i geni di interesse, risultati dall’ analisi con Mienturnet,
sono principalmente coinvolti permettendo di ampliare il campo di indagine

riguardo 1 meccanismi che intervengono nella malattia d” Alzheimer.
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Capitolo VI

MATERIALI E METODI
Per 1l nostro lavoro di ricerca € stato utilizzato Pubmed, motore di ricerca
sviluppato dal National Center for Biotechnology Information (NCBI), presso
I’ U.S. National Library of Medicine (NLM) del National Institutes of Health
(NIH).
Il database di Pubmed contiene piu di 32 milioni di citazioni ed abstract di
letteratura biomedica ed ¢ consultabile gratuitamente online dal 1996.
Sono stati raccolti lavori scientifici con evidenza sperimentale di modulazione
dei microRNA nelle patologie neurodegenerative, eseguendo una selezione di
microRNA up e down espressi in AD.
Per focalizzare la ricerca sugli argomenti di interesse abbiamo usato le parole
chiave ‘neurodegenerative disease AND microRNAs’ oppure ‘Alzheimer’s
disease AND miRNAs’.
Sono stati considerati studi, effettuati su uomo e topo (modello AD o
transgenico) in vivo o su colture di cellule neuronali in vitro, condotti in un
arco di tempo che va dal 2008 al 2021.
I microRNA raccolti, la cui espressione alterata ¢ risultata potenzialmente

correlata alla malattia di Alzheimer e modelli, sono stati raggruppati in base ai
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livelli di espressione: microRNA up-regolati e down-regolati rispetto al livello
di espressione nei controlli.

Data la grande quantitd di dati raccolti e di informazioni attese, abbiamo
deciso di circoscrivere la ricerca focalizzandoci su studi condotti sull’uomo
(colture cellulari o tessuti) ed utilizzando esclusivamente i microRNA
deregolati nell’uomo.

Tenendo conto del livello di espressione, si ¢ tentato inizialmente di
analizzare 1 microRna raccolti attraverso 1’utilizzo della piattaforma online
DIANA-miRPath v3 (142, 143) dedicata alla valutazione del ruolo regolatorio
dei microRNA e all’ identificazione dei pathways che dai microRNA vengono
regolati. Tuttavia, il limite massimo di inserimento di microRNA, pari a 100,
non ha permesso di effettuare un’analisi simultanea di tutti 1 microRNA (up o
down) identificati e di valutarne eventuali interazioni.

Per questo motivo, I’analisi ¢ stata poi condotta tramite 1’utilizzo di
Mienturnet strumento web interattivo per I’identificazione dei target di
microRNA e I’analisi network-based: I’ID corrispondente a ciascun miRNA

- a cul si ¢ risaliti tramite ['utilizzo di miRBase- ¢ stato inserito nella
piattaforma online permettendo di identificare 1 geni target di uno o piu

microRNA alterati nella malattia di Alzheimer.

99



Tra 1 geni, risultanti dall’ analisi con Mienturnet dei microRNA up- e down
regolati, ne sono stati selezionati alcuni utilizzando come criterio di
inclusione il valore di p-value.
Sulla base dei risultati raccolti, si € deciso di considerare:
e 1 geni risultanti dall’ analisi dei microRNA down-regolati in AD con
valore minimo di p-value pari a 0,001021278;
e i geni risultanti dall’ analisi dei microRNA up-regolati in AD con
valore minimo di p-value pari a 0,001061784.
I geni selezionati sono stati inseriti in Reactome, database di pathways
gratuito, open- source, peer- reviewed.
Il database ha fornito una lista dei 25 pathways piu significativi, ordinati in
base al p-value, per ciascun gruppo di geni analizzati (geni dei microRNA
down in AD e geni dei microRNA up in AD).
E stato preso in considerazione il primo pathway riportato in ciascuna delle
due liste: Beta-catenin phosphorylation cascade (Pathway Analysis Report -
microRNA down regolati); Netrin-1 signaling (Pathway Analysis Report-
microRNA up regolati).

Di ciascun pathway ¢ stato successivamente valutato il coinvolgimento nella

malattia di Alzheimer, attraverso Pubmed con I’utilizzo delle parole chiave
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‘Netrin-1 AND Alzheimer’s disease’ e ° Beta-catenin AND Alzheimer’s
disease’.

Infine, ¢ stata valutata la possibilitda di regolazione da parte di nutrienti e
composti bioattivi direttamente dei pathways selezionati.

La ricerca ¢ stata effettuata tramite PubMed con 1’utilizzo delle parole chiave
‘Beta-catenin AND natural compounds’; ‘Beta-catenin AND natural
compounds AND miRNAs’; ‘Beta-catenin AND bioactive compounds’;
‘Netrin- 1 AND natural compounds’; ‘Netrin- 1 AND bioactive compounds’;

‘Netrin- 1 AND natural compounds AND miRNAs .

FLOW CHART

Pubmed Mienturne Reactome Pubmed
eMicroRNA *GENI *PATHWAYS *COMPOSTI
deregolati in target di che BIOATTIVI

AD microRNA coinvolgono che
up- o down- i geni agiscono sui
regolati in identificati pathways
AD selezionati
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Capitolo VII

RISULTATI
Il nostro studio ha preso avvio dalla ricerca e raccolta dati attraverso 1’utilizzo
del database Pubmed. Sono stati considerati studi sperimentali/clinici condotti
sulla malattia d’ Alzheimer nei quali veniva valutato, in vivo o in vitro, il
livello di microRNA in:

1) campioni umani 2) topo modello 3) topo transgenico 4) modelli cellulari.
Tale ricerca ha permesso di raccogliere una serie di microRNA il cui livello
sembra essere alterato (down o up espresso) nella malattia d’ Alzheimer
rispetto ai controlli.

I microRNA sono stati suddivisi in base all’ origine del campione, umano o
animale, utilizzato negli studi considerati ed inseriti nella tabella 1 -riportata
di seguito- nella quale vengono indicati il tipo di modello (in vivo o in vitro),
il tipo di campione ed il livello di espressione dei microRNA rispetto ai

controlli.
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Tabella 1- microRNA deregolati in AD

Human
Samples

Source

microRNAs

Regulation

Reference

In vivo/
bioptico

Plasma

hsa-miR-590-3p

Down

(144)

Brain

hsa-miR-137,
hsa-miR-181c¢

Down

(145)

Temporal cortex

hsa-miR-29b-1
hsa-miR-29a-1

Down

(146)

Plasma

hsa-let-7d-5p,
hsa-let-7g-5p,
hsa-miR-15b-5p,
hsa-miR-142-3p,
hsa-miR-191-5p,
hsa-miR-301a-3p,
hsa-miR-545-3p

Down

(147)

Plasma

hsa-miR-103a-3p,
hsa-miR-107,

hsa-miR-532-5p,

hsa-miR-26b-5p,
hsa-let-7f-5p

Down

(148)

Serum

hsa-miR-98-5p,
hsa-miR-885-5p,
hsa-miR-483-3p,
hsa-miR-342-3p,
hsa-miR-191-5p,
hsa-let-7d-5p

Down

(149)

Cerebrospinal
fluid/Plasma

hsa-miR-146a,
hsa-miR-34a,
hsa-miR-125b

Down

(150,151)

Serum

hsa-miR-31,
hsa-miR-93,
hsa-miR-143

Down

(152)

Plasma

hsa-let-7a-5p,
hsa-let-7e-5p,
hsa-miR-15a-5p,
hsa-miR-17-3p,
hsa-miR-29b-3p,
hsa-miR-144-5p,
hsa-miR-148a-3p,
hsa-miR-502-3p,
hsa-miR-660-5p,
hsa-miR-1294,
hsa-miR-3200-3p

Down

(153)
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In vivo/
bioptico

Cerebrospinal
fluid

hsa-miR-4449,
hsa-miR-4674,
hsa-miR-335,
hsa-miR-375,
hsa-miR-708,
hsa-miR-219

Down

(154)

Gray matter/white

hsa-miR-15a,
hsa-miR-181b,
hsa-miR-15,
hsa-miR-29,
hsa-miR-212,
hsa-miR-27a-3p

Down

(155)

Gray matter

hsa-miR-132-3p,
hsa-miR-212-3p

Down

(156)

Cerebrospinal
fluid

hsa-miR-125b-5p

Down

(157)

Peripheral blood
mononuclear cell

hsa-miR-29c¢

Down

(158)

Brain Grey matter

hsa-miR-132,
hsa-miR-212

Down

(159)

Brain

hsa-miR-23a,
hsa-miR-23b

Down

(160)

Plasma

hsa-miR-135b

Down

(161)

Cerebrospinal
fluid/
Hippocampus

hsa-miR-99a,
hsa-miR-199a-1,
hsa-miR-10a,
hsa-miR-10b,
hsa-miR-181c,
hsa-miR-210,
hsa-miR-212,
hsa-miR-181a,
hsa-miR-214,
hsa-miR-221,
hsa-miR-132,
hsa-miR-142-5p,
hsa-miR-143,
hsa-miR-126,
hsa-miR-127,
hsa-miR-154,
hsa-miR-194,
hsa-miR-195,
hsa-miR-338,
hsa-miR-146b,
hsa-miR-497,
hsa-miR-455,
hsa-miR-451,

Down

(162)
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hsa-miR-9

Down

(162)

Brain

hsa-miR-23b,
hsa-miR-107

Down

(163)

Serum

hsa-miR-26a-5p,
hsa-miR-181¢c-3p,
hsa-miR-126-5p,
hsa-miR-22-3p,
hsa-miR-148b-5p

Down

(164)

Hippocampus

hsa-miR-338-5p

Down

(165)

Serum

hsa-miR-193b

Down

(166)

Cortex

hsa-miR-361-3p

Down

(167)

In vivo/
bioptico

Plasma

hsa-miR-112,
hsa-miR-161,
hsa-let-7d-3p,
hsa-miR-5010-3p,
hsa-miR-26a-5p,
hsa-miR-1285-5p,
hsa-miR-151a

Up

(148)

Cerebrospinal
fluid

hsa-miR-29a,
hsa-miR-29b

Up

(150)

Plasma

hsa-miR-26b-3p,
hsa-miR-28-3p,
hsa-miR-30c-5p,
hsa-miR-148b-5p,
hsa-miR-186-5p,
hsa-miR-425-5p,
hsa-miR-550a-5p,
hsa-miR-1468,
hsa-miR-4781-3p,
hsa-miR-5001-3p,
hsa-miR-6513-3p

(153)

Cerebrospinal
fluid

hsa-miR-505,

hsa-miR-4467,

hsa-miR-766,
hsa-miR-3622b-

3p,
hsa-miR-296

Up

(154)

Cerebrospinal
fluid/
extracellular
fluid/
Cortex

hsa-miR-125b,
hsa-miR-9,

hsa-miR-146a,

hsa-miR-155,
hsa-miR-21

Up

(168,
169,170)

Gray matter

hsa-miR-424

Up

(155)
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In vivo/
bioptico

Peripheral blood hsa-miR-34a, Up (171)
mononuclear cell hsa-miR-34c
/plasma
Cerebrospinal hsa-miR-29a-3p Up (157)
fluid
Hippocampus hsa-miR-603 Up (172)
Blood hsa-miR-200a, Up (173)
mononuclear cells hsa-let-7f
hsa-let-7f,
hsa-miR-92,
hsa-miR-100,
hsa-miR-105,
hsa-miR-197,
hsa-miR-30d,
hsa-miR-34a,
hsa-miR-204,
hsa-miR-205,
hsa-miR-216,
hsa-miR-27b,
hsa-miR-30b,
hsa-miR-125b-1,
hsa-miR-128-1,
hsa-miR-135a-1,
Cerebrospinal hsa-miR-141, Up (162)
fluid/ hsa-miR-125a,
Hippocampus hsa-miR-138-1,

hsa-miR-186,
hsa-miR-362,
hsa-miR-302b,
hsa-miR-374a,
hsa-miR-380-3p,
hsa-miR-381,
hsa-miR-151,
hsa-miR-345,
hsa-miR-423,
hsa-miR-494,
hsa-miR-520a,
hsa-miR-518f,
hsa-miR-526a,
hsa-miR-517a,
hsa-miR-517b,
hsa-miR-501,
hsa-miR-125b,
hsa-miR-371,
hsa-miR-422a,
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Cerebrospinal hsa-miR-448, Up (162)
fluid/ hsa-miR-429,
Hippocampus hsa-miR-449,
hsa-miR-451,
hsa-miR-518b
In vivo/ Serum hsa-miR-106b-3p Up (164)
bioptico
Hippocampus hsa-miR -124 Up (174)
Brain hsa-miR-140-5p Up (175)
Serum hsa-miR-135a, Up (166)
hsa-miR-384
Hippocampus hsa-miR-142a-5p Up (176)
hsa-miR-155-5p,
hsa-miR-455-5p
hsa-miR-146a-5p
Peripheral blood hsa-miR-1908 Up (177)
cells
Cerebrospinal hsa-miR-let-7b Up (178,179)
fluid
Serum hsa-miR -28-3p Up (180)
Brain hsa-miR-455-3p Up (181)
Serum hsa-miR -128 Up (182)
Cerebrospinal hsa-let-7¢ Up (178)
fluid
Temporal hsa-miR-181, Down (183,184)
cortex/Serum hsa-miR-106 a-b
Serum hsa-miR-200a-3p Down (185)
Serum hsa-miR-133b Down (186)
In vivo ed Serum hsa-miR-193a-3p Down (187)
in vitro
Serum, hsa-miR-125b-5p Down (188)
Primary mouse hsa-miR-34a-5p
cortical neurons
Serum/ hsa-miR -433 Down (189)
Cerebrospinal
fluid
Cortex hsa-miR-7 Up (190)
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Mice Source miRNAs Regulation | Reference
Samples
Hippocampus/ | mmu-miR-204-3p Down (191)
Plasma
Transgenic Mice
Hippocampus mmu-miR-98 Down (192)
Cortex mmu-miR-330 Down (193)
Hippocampus mmu-miR-186 Down (194)
In vivo/ Hippocampus/ mmu-miR-101a- Down (195)
bioptico Cortex 3p
Transgenic mice
Hippocampus mmu- miR-107 Down (196)
Hippocampus mmu-miR-132 Down (197)
Hippocampus mmu-miR-10a Up (198)
Hippocampus/ mmu-miR-199a Up (199)
Cortex
Transgenic mice
Hippocampus/ mmu-miR-137 Down (200)
Cortex
Transgenic mice
Cortex,
Transgenic mice | mmu-miR-1187 Down (201)
Primary murine
neuronal cells
Cortex, mmu-miR-141, Up (201)
In vivo ed | Transgenic mice | mmu-miR-200a,
in vitro Primary murine | mmu-miR -200b,
neuronal cells mmu-miR -200c
mmu-miR-96,
mmu-miR-182
mmu-miR-183
Hippocampus mmu-miR-181a Up (202)
Transgenic Mice,
Hippocampal
cultures
Cortex mmu-miR-429 Up (201, 203)
Transgenic Mice,
Primary murine
neuronal cells
Hippocampus mmu-miR -138 Up (204, 205)

Transgenic Mice
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Come mostrato in tabella 1, gli studi condotti su campioni umani hanno
permesso di rilevare:

* 93 microRNA downregolati:
hsa-miR-590-3p, hsa-miR-137, hsa-miR-181c, hsa-miR-29b-1, hsa-miR-29a-
1, hsa-let-7d-5p, hsa-let-7g-5p, hsa-miR-15b-5p, hsa-miR-142-3p, hsa-miR-
191-5p, hsa-miR-301a-3p, hsa-miR-545-3p, hsa-miR-103a-3p, hsa-miR-107,
hsa-miR-532-5p, hsa-miR-26b-5p, hsa-let-7f-5p, hsa-miR-98-5p, hsa-miR-
885-5p, hsa-miR-483-3p, hsa-miR-342-3p, hsa-miR-146a, hsa-miR-34a, hsa-
miR-125b, hsa-miR-31, hsa-miR-93, hsa-miR-143, hsa-let-7a-5p, hsa-let-7e-
5p, hsa-miR-15a-5p, hsa-miR-17-3p, hsa-miR-29b-3p, hsa-miR-144-5p, hsa-
miR-148a-3p, hsa-miR-502-3p, hsa-miR-660-5p, hsa-miR-1294, hsa-miR-
3200-3p, hsa-miR-4449, hsa-miR-4674, hsa-miR-335, hsa-miR-375, hsa-
miR-708, hsa-miR-219, hsa-miR-15a, hsa-miR-181b, hsa-miR-15, hsa-miR-
29, hsa-miR-212, hsa-miR-27a-3p, hsa-miR-132-3p, hsa-miR-212-3p, hsa-
miR-125b-5p, hsa-miR-29c, hsa-miR-132, hsa-miR-23a, hsa-miR-23b, hsa-
miR-135b, hsa-miR-99a, hsa-miR-199a-1, hsa-miR-10a, hsa-miR-10b, hsa-
miR-210, hsa-miR-181a, hsa-miR-214, hsa-miR-221, hsa-miR-142-5p, hsa-
miR-126, hsa-miR-127, hsa-miR-154, hsa-miR-194, hsa-miR-195, hsa-miR-
338, hsa-miR-146b, hsa-miR-497, hsa-miR-455, hsa-miR-451, hsa-miR-9,

hsa-miR-26a-5p, hsa-miR-181c-3p, hsa-miR-126-5p, hsa-miR-22-3p, hsa-
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miR-148b-5p, hsa-miR-338-5p, hsa-miR-193b, hsa-miR-361-3p, hsa-miR-
181, hsa-miR-106 a-b, hsa-miR-200a-3p, hsa-miR-133b, hsa-miR-193a-3p,

hsa-miR-433, hsa-miR-34a-5p;

= 92 microRNA upregolati:
hsa-miR-112, hsa-miR-161, hsa-let-7d-3p, hsa-miR-5010-3p, hsa-miR-26a-
5p, hsa-miR-1285-5p, hsa-miR-151a, hsa-miR-29a, hsa-miR-29b, hsa-miR-
26b-3p, hsa-miR-28-3p, hsa-miR-30c-5p, hsa-miR-148b-5p, hsa-miR-186-5p,
hsa-miR-425-5p, hsa-miR-550a-5p, hsa-miR-1468, hsa-miR-4781-3p, hsa-
miR-5001-3p, hsa-miR-6513-3p, hsa-miR-505, hsa-miR-4467, hsa-miR-766,
hsa-miR-3622b-3p, hsa-miR-296, hsa-miR-125b, hsa-miR-9, hsa-miR-146a,
hsa-miR-155, hsa-miR-21, hsa-miR-424, hsa-miR-34a, hsa-miR-34c, hsa-
miR-29a-3p, hsa-miR-603, hsa-miR-200a, hsa-let-7f, hsa-miR-92, hsa-miR-
100, hsa-miR-105, hsa-miR-197, hsa-miR-30d, hsa-miR-204, hsa-miR-205,
hsa-miR-216, hsa-miR-27b, hsa-miR-30b, hsa-miR-125b-1, hsa-miR-128-1,
hsa-miR-135a-1, hsa-miR-141, hsa-miR-125a, hsa-miR-138-1, hsa-miR-186,
hsa-miR-362, hsa-miR-302b, hsa-miR-374a, hsa-miR-380-3p, hsa-miR-381,
hsa-miR-151, hsa-miR-345, hsa-miR-423, hsa-miR-494, hsa-miR-520a, hsa-
miR-518f, hsa-miR-526a, hsa-miR-517a, hsa-miR-517b, hsa-miR-501, hsa-

miR-371, hsa-miR-422a, hsa-miR-448, hsa-miR-429, hsa-miR-449, hsa-miR-
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451, hsa-miR-518b, hsa-miR-106b-3p, hsa-miR -124, hsa-miR-140-5p, hsa-
miR-135a, hsa-miR-384, hsa-miR-142a-5p, hsa-miR-155-5p, hsa-miR-455-
5p, hsa-miR-146a-5p, hsa-miR-1908, hsa-miR-let-7b, hsa-miR-28-3p, hsa-
miR-455-3p, hsa-miR-128, hsa-let-7¢, hsa-miR-7.
Gli studi condotti su campioni animali:

* microRNA downregolati:
mmu-miR-204-3p, mmu-miR-98, mmu-miR-330, mmu-miR-186, mmu-miR-
101a-3p, mmu- miR-107, mmu-miR-132, mmu-miR-137, mmu-miR-1187;

= microRNA upregolati:
mmu-miR-10a, mmu-miR-199a, mmu-miR-141, mmu-miR-200a, mmu-miR -
200b, mmu-miR -200c, mmu-miR-96, mmu-miR-182, mmu-miR-183, mmu-

miR-181a, mmu-miR-429, mmu-miR -138.

Data I’elevata quantita di dati raccolti, per proseguire nelle nostre ricerche
abbiamo optato per considerare solamente quelli derivanti da campioni umani.
I miRNA selezionati (up- € down-regolati in AD) sono stati successivamente
inseriti ed analizzati mediante 1’utilizzo di Mienturnet.

Per condurre 1’analisi ¢ stata scelta la piattaforma TargetScan come database

di riferimento delle interazioni microRNA -target.
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Per quanto riguarda 1 microRNA downregolati, dei 140 miRNA inseriti, 77
sono stati riconosciuti dal programma ed analizzati. I restanti 66 microRNA,
sebbene presenti in miRBase, non sono stati riconosciuti € vengono riportati
nel pannello ‘IDs not Found’: questi microRNA non sono presenti nei
database utilizzati da Mienturnet, TargetScan e MiRTarBase.

Per quanto riguarda i microRNA upregolati, di 155 microRNA inseriti
solamente 3 non sono stati riconosciuti mentre 152 sono stati riconosciuti ed
analizzati.

Le input list utilizzate per 1’analisi in Mienturnet sono riportate nei fogli Excel
1 (input list-microRNA down) e 2 (input list-microRNA up) nella sezione Dati
Supplementari.

I dati raccolti in seguito all’ analisi effettuata con Mienturnet sono riportati
nei Fogli Excel 3 (microRNA DOWN-Mienturnet Enrichment results
TargetScan) e 4 (microRNA UP- Mienturnet Envichment results TargetScan)
nella sezione Dati Supplementari.

Nei file sono presenti 1 geni target di ciascun microRNA dell’input list e per
ciascun gene vengono indicati il numero di interazioni ed 1 microRNA che
con esso interagiscono.

Alcuni geni, tra quelli raccolti, sono stati selezionati in base alla significativita

(valore minimo di p-value pari a 0,001021278 per i miRNA down-regolati e
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0,001061784 per 1 miRNA up regolati) ed utilizzati per condurre un’ulteriore
analisi mediante il tool presente in Reactome.
I geni utilizzati per 1’analisi in Reactome sono riportati nelle tabelle 2 e 3

sottostati.

Tabella 2- geni target di microRNA downregolati in AD

Geni microRNA-DOWN
Gene Symbol p-value
FRAT2 1,96779E-05
TIGDS 1,96779E-05
ZBTB37 2,8865E-05
MTMR10 4,72848E-05
SMS 4,72848E-05
PDIKI1L 9,28602E-05
PRR14L 9,8807E-05
ICOS 0,000108
DCUNI1D4 0,000114165
SEC31B 0,000121977
ATPI11C 0,000129872
PPP2R5SE 0,000142776
ADAMTSI8 0,000201986
PDK4 0,000201986
POMI121C 0,000201986
STAGI1 0,000201986
AMMECRI1 0,000213971
CNNM2 0,000218532
SOXS5 0,000265761
ZBTBI16 0,000265761
DLG2 0,000286272
JARID2 0,000286272
RUNXITI1 0,000297646
CDKS8 0,000301684
EXOCS5 0,000313315
DAPK1 0,000345726
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ZCCHC2 0,000349672
MMSI19 0,000370252
SLC25A37 0,000370252
TNFAIP3 0,000370252
FOXPI 0,000383442
CHD9 0,000449206
ADAMTSS 0,000481161
STOX2 0,000482341
EPC1 0,000570743
EMX2 0,00059839

SLC2A14 0,00059839

PCGF3 0,000631735
SYT2 0,000631735
LRP4 0,000636128
TRIB2 0,000636128
OTUD4 0,000830089
AQPI11 0,000843128
AZI2 0,000843128
GOLM1 0,000843128
SIPA1L2 0,000845295
TGFBR3 0,000847844
RAB30 0,000872844
CAMSAP2 0,000914051
LIN28B 0,000914051
SERBP1 0,000914051
TGFB2 0,000914051
PTEN 0,000974304
RNF38 0,001021278
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Tabella 3- geni target di microRNA upregolati in AD

Geni microRNA-UP
Gene Symbol p-value

BAHDI 7,03152E-05
DHX40 0,00012793

NEO1 0,000204943
MMD 0,000299692
SSX2IP 0,000391314
ADAMTS9 0,000407773
LRRC8B 0,00047758

ARRDC4 0,000486026
GRHLI 0,000486026
Cléorf52 0,000605904
AICF 0,000993297
CDR2L 0,000993297
RNF144A 0,000993297
MIER3 0,001061784

Lo strumento, per ciascuna lista di geni inserita, permette di identificare 1
pathways nei quali 1 geni sono coinvolti e seleziona, in base al p-value, 1 25
pathways piu significativi.

Questi pathways, per ciascuna ricerca, vengono raccolti in un file scaricabile
(Pathway Analysis Report) nel quale viene riportata anche una breve
descrizione di ciascun pathway.

I due file ottenuti dall’ analisi in Reactome, 5- Report Geni MicroRNA-Down
e 6- Report Geni MicroRNA-Up, sono riportati nella sezione Dati

Supplementari.

115



Tra 1 pathways piu significativi, abbiamo scelto di proseguire la ricerca
concentrando la nostra attenzione sul primo pathway dei 25 riportati in
entrambi 1 Report.

Sono stati dunque selezionati:

1- Beta-catenin phosphorylation cascade (Pathway Analysis Report -Geni
MicroRNA-Down),

2- Netrin-1 signaling (Pathway Analysis Report- Geni MicroRNA-Up).

Nel primo pathway sono coinvolti FRAT2 e PPP2RSE, geni target di
microRNA down-regolati nella malattia di Alzheimer come risultato
dall’analisi di arricchimento effettuata da Mienturnet.

FRAT?2 ¢ target di: hsa-miR-221-3p, hsa-miR-22-3p, hsa-miR-23a-3p/hsa-
miR-23b-3p, hsa-miR-26a-5p/hsa-miR-26b-5p, hsa-miR-29b-3p;

PPP2RSE ¢ target di: hsa-miR-132-3p/hsa-miR-212-3p, hsa-miR-133b, hsa-
miR-148a-3p, hsa-miR-181c-5p, hsa-miR-200a-3p, hsa-miR-221-3p, hsa-
miR-23a-3p/hsa-miR-23b-3p, hsa-miR-301a-3p, hsa-miR-342-3p, hsa-miR-
502-3p.

Nel secondo pathway ¢ coinvolto il gene NEO1 target di microRNA
up-regolati nella malattia di Alzheimer come risultato dall’ analisi di

arricchimento effettuata da Mienturnet.
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NEOI ¢ target di: hsa-miR-125a-5p/hsa-miR-125b-5p, hsa-miR-128-3p/hsa-
miR-128-3p/hsa-miR-216a-3p/ hsa-miR-216a-5p, hsa-miR-216b-5p, hsa-
miR-27b-3p, hsa-miR-374a-5p, hsa-miR-429, hsa-miR-92a-3p/hsa-miR-92b-
3p, hsa-miR-9-5p.

Si ¢ proceduto con una ricerca Pubmed per verificare il coinvolgimento dei

due pathways selezionati nella malattia di Alzheimer.

= Pathway della B-catenina
La B-catenina ¢ una proteina multifunzionale che svolge un ruolo cruciale
come fattore trascrizionale del pathway di segnalazione Wingless—Int (Wnt).
Le WNT sono glicoproteine ricche in cisteina, secrete dalle cellule nella
matrice extracellulare che attivano vie di segnalazione mediate
dall’attivazione di recettore nelle cellule nell” immediata prossimita. Il
ligando Wnt, legandosi al complesso recettore, induce un cambiamento
conformazionale del recettore e fosforilazione di proteine target dando inizio
alla segnalazione intracellulare. La famiglia delle proteine WNT ¢ composta
da almeno 19 glicoproteine, altamente conservate tra le specie (dagli
invertebrati ai mammiferi) (206).
I pathways di segnalazione Wnt ad ora caratterizzati sono:

1. Via canonica Wnt: dipendente da -catenina
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2. Via non canonica, indipendente dalla -catenina che si divide
ulteriormente in:

a) Via non canonica per la polarita delle cellule planari (PCP): il
pathway PCP ¢ coinvolto nel riarrangiamento del citoscheletro, nella
motilita cellulare e nella coordinazione della polarita cellulare.

Nei vertebrati, la via PCP ¢ necessaria per la morfologia e la
migrazione delle cellule dorsali del mesoderma, organizzazione dei
follicoli piliferi, orientamento delle stereociglia nell’epitelio
sensoriale dell’orecchio interno (207).

b) via dipendente dal calcio che gioca un ruolo cruciale in diversi
processi tra cui la formazione durante le fasi della gastrulazione, il
destino delle cellule ventrali, la formazione dell’asse dorsale, la
formazione di vari organi e I’omeostasi tissutale (207).

Il pathway maggiormente studiato ¢ quello canonico, Wnt/B-catenina, che
controlla 1’espressione dei geni target stabilizzando la [-catenina
citoplasmatica ed inducendo la riorganizzazione del citoscheletro cellulare:
gioca quindi un ruolo cruciale in diversi processi cellulari come il
differenziamento, migrazione cellulare e omeostasi tissutale (208).

La via canonica di segnalazione Wnt/B-catenina viene attivata attraverso il

legame di proteine Wnt al dominio extracellulare ricco di cisteina dei recettori
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della famiglia Frizzled (Fzd) e ad un cofattore - Low-density lipoprotein
receptor-related protein 5 (LRP5) o LRP6.

Il legame di Wnt a Fz-LRP5/6 porta, attraverso il reclutamento della proteina
scaffold Disheveled (Dvl), all’ inattivazione del complesso multiproteico
formato da Axina (adaptor axis inhibition protein), CK1 (Casein chinasi 1),
GSK38 ( glycogen synthase kinase-3[3) ed APC (tumor
suppressor adenomatous polyposis coli gene product) che generalmente
fosforila la B-catenina indirizzandola alla degradazione proteasomica.

La B-catenina si accumula nel citoplasma e successivamente passa nel nucleo
dove, associandosi a fattori trascrizionali appartenenti alla famiglia TCF/LEF
(T-cell factor/lymphoid enhancer binding factor- repressori), attiva la
trascrizione di geni target del pathway Wnt/ B-catenina che sono noti avere un
ruolo nella proliferazione, nel differenziamento durante lo sviluppo ma anche
nell'omeostasi dei tessuti adulti (209) .

In assenza del ligando Wnt legato ai recettori di superficie Fz-LRP5/6, la -
catenina  presente nel citoplasma forma un complesso con
Axina/APC/CK1a/GSK-3p, viene fosforilata ed indirizzata al proteasoma: il
pathway di segnalazione Wnt/B-catenina ¢ inattivo ed 1 geni target sono in tal

modo repressi dalle proteine della famiglia TCF/LEF.
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TCF reprime I’espressione genica interagendo con il repressore Groucho che

promuove la deacetilazione istonica e la condensazione della cromatina (210).

Canonical Wnt pathway

(a) Wnt signalling off (b) Wnt signalling on
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Figura 21- Pathway canonico di segnalazione Wnt (209). a) pathway Wnt/f-catenina
‘off: in assenza del ligando Wnt legato al recettore eterodimerico di superficie (Fz)-
LRP5/6, il complesso di distruzione Axina/APC/CKla/GSK-3f fosforila il fattore
trascrizionale [-catenina marcandolo per la degradazione nel proteasoma. Antagonisti
endogeni come sFRP e Dkkl favoriscono lo stato inattivo del pathway,

(b) pathway Wnt/f-catenina ‘on’: il legame tra Wnt e Fz-LRP5/6 determina il
reclutamento della proteina scaffold DVL che a sua volta inibisce [’attivita di GSK-3p nel
complesso di distruzione. La f-catenina accumulata nel citoplasma, passa nel nucleo dove
attiva l’espressione mediata dai fattori trascrizionali TCF/LEF dei geni target del pathway
Wht.

120



La segnalazione Wnt puo essere modulata da un certo numero di agonisti ed
antagonisti endogeni.

Vi sono sette famiglie di antagonisti secreti tra cui la famiglia delle proteine
Dickkopf (Dkks), sFRPs(secreted Frizzled-related proteins), WIF-1 (Wnt
inhibitory factor 1), Wise/SOST, Cerberus IGFBP-4 (insulin-like growth
factor binding protein 4), Notum e quattro famiglie di antagonisti
transmembrana Shisa, Waifl/5T4 (Wnt-activated inhibitory factor 1),
(APCDD1ladenomatosis polyposis coli down-regulated 1) e Tiki. Questi
antagonisti esercitano la loro funzione sequestrando/inattivando le proteine
Wnt secrete (es sSFRP, Notum etc.) o bloccando/sequestrando gli elementi del
complesso recettoriale (es. Dkk1, Wise/SOST, IGFBP-4).

Due sono invece le famiglie di proteine secrete che agiscono da agonisti del
pathway Wnt: R-spondine (Rspo) e la norrina.

Le R-spondine stimolano il pathway canonico Wnt/B-catenin promuovendo
I’internalizzazione del dominio transmembrana E3 dell’ubiquitina ligasi
ZNRF3 che generalmente determina la degradazione di Fz e LRP6. La norrina
sebbene non sia strutturalmente correlata alle Wnts, lega Fz4/LRP5 attivando
il pathway Wnt/B-catenina (209).

Nel sistema nervoso centrale il pathway Wnt/B-catenina ¢ essenziale nella

trasduzione del segnale che regola numerosi processi cellulari tra cui la
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sopravvivenza neuronale e la neurogenesi ma ¢ anche importante per la
regolazione della plasticita sinaptica, I'integrita e funzione della barriera
ematoencefalica, la biologia della microglia (cellule immunitarie residenti nel
SNC) (211).
Questi processi chiave sono significativamente influenzati nell'AD,
aumentando la possibilita che la deregolazione della segnalazione di Wnt
possa svolgere un ruolo importante in aspetti diversi di questa malattia
complessa.
Tra le prime evidenze che I’alterazione del pathway di segnalazione Wnt
potesse essere coinvolto nella malattia di Alzheimer vi ¢ quella riportata da
uno studio nel quale ¢ stata dimostrata correlazione tra un polimorfismo nel
promotore di GSK3p che ne determina aumento dell’attivita e la maggiore
suscettibilita allo sviluppo di LOAD: GSK3p aumentando la sua attivita
promuove la degradazione della B-catenina determinando riduzione del
pathway canonico (212).
Evidenze aggiuntive che suggeriscono che la downregolazione della
segnalazione Wnt contribuisca alla patogenesi di AD sono:

e L’upregolazione dei livelli di Dkk1, antagonista del pathway canonico

Whnt, nel cervello dei pazienti con malattia di Alzheimer e nei modelli

di topo AD: interagendo con i co-recettori LRP5/6, impedisce il legame
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delle proteine Wnt sia con 1 recettori Frizzled che con i co-recettori
LRP5/6. Ci6 comporta aumento dell’attivita di GSK3p e riduzione dei
livelli di PB-catenina citoplasmatica- caratteristiche osservate nel
cervello di pazienti AD (208);

e [ livelli dell’ mRNA e della proteina LRP6 (co-recettore fondamentale
del pathway Wnt/B-catenina) significativamente ridotti nel cervello di
pazienti con malattia di Alzheimer rispetto ai controlli (213):
esperimenti in vivo ed in vitro hanno dimostrato che la
downregolazione di LRP6 ¢ in grado di stimolare il processo
amiloidogenico di APP contribuendo all’ aumento della produzione di
APao € A4, alla formazione di placche e conseguente compromissione
della funzione e stabilita sinaptica (214).

e L’ incremento dell’attivita di GSK3p chinasi, osservata nel cervello
AD, contribuisce all’ iperfosforilazione di tau, segno patologico
caratteristico della malattia. La sovraespressione di GSK3[ nel cervello

provoca neurodegenerazione e deficit dell’apprendimento (215).

Visto il coinvolgimento del pathway Wnt/B-catenina nella patogenesi della

malattia di Alzheimer, la modulazione del pathway Wnt/B-catenina nel
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cervello di pazienti affetti dalla patologia potrebbe rappresentare
un’opportunita unica per nuovi approcci terapeutici.

Tuttavia, il pathway Wnt ¢ altamente complesso poiché possiede numerosi
punti di cross-talk con altri pathways di segnalazione e processi cellulari e ci0
lo rende un target difficile da controllare senza causare effetti collaterali
indesiderati.

Un modo per procedere potrebbe essere quello di identificare modalita per
mirare specificatamente al pathway di segnalazione Wnt ad esempio

1) mirando a specifici componenti del pathway che risultano alterati nella
malattia di Alzheimer o 2) mirando a componenti che sono selettivamente

espressi in specifici tipi cellulari (209).

= Pathway della Netrina
La netrina-1, il membro meglio caratterizzato della famiglia delle netrine e
membro della superfamiglia delle laminine, organizza la connettivita del
network neuronale in modo bifunzionale- promuovendo [’attrazione o la
repulsione in base all’attivazione di differenti recettori o complessi
recettoriali.
Ci sono due principali famiglie di recettori della Netrina-1: DCC (deleted in

colorectal cancer) e UNCS5 (uncoordinated-5) (Figura 22-A).

124



I recettori DCC mediano I’attrazione mentre 1 recettori UNCS5 da soli o come
complessi DCC/UNCS, mediano la repulsione.

La Netrina-1 influenza la crescita assonale segnalando se, quando e dove
crescere ed inoltre svolge un ruolo chiave in eventi quali 1’arborizzazione
assonica, la crescita dendritica, la formazione delle sinapsi.

Queste funzioni sembrano essere specifiche in particolari fasi di sviluppo
(figura 22-B) e stati di maturazione e potrebbero essere influenzate da fattori
ambientali in senso positivo e negativo.

Diversi studi hanno mostrato il suo ruolo anche nell’angiogenesi, adesione,

morfogenesi cellulare, infiammazione e tumorigenesi (216).
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Figura 22- Struttura e Funzione della Netrina-1 e dei suoi recettori (216).

4)

B)

La Netrina-1 e un membro della superfamiglia delle laminine e una proteina
secreta associata con la matrice extracellulare. Il dominio terminale VI é globulare
ed e seguito dal dominio V, che é composto da tre fattori di crescita epidermici. 1l
dominio carbossiterminale (C-domain) e ricco in amminoacidi basici e si lega
all’eparina nella matrice extracellulare. I domini VI e V sono responsabili del
legame ai recettori. 1l recettore DCC e una proteina transmembrana “a singolo
passaggio” con un frammento extracellulare composto da 4 domini IG-like che si
ripiegano in una conformazione a ferro di cavallo e 6 domini FN (Fibronectin
type) di tipo Il dove la netrina si lega ai domini 4 e 5. La porzione citosolica di
DCC contiene 3 domini- P1, P2, P3- responsabili della segnalazione.

La netrina ha 3 siti di legame per DCC e due di questi siti possono legare anche
altri recettori della netrina-1 tra cui UNC5. Quando la netrina-1 si lega
simultaneamente a due molecole del recettore DCC, induce ['omodimerizzazione di
DCC mediata dall’interazione dei loro domini citoplasmatici P3. Questo comporta
il reclutamento di mediatori del segnale intracellulari. 1l recettore UNCS5 e una
proteina  transmembrana con due domini Ig-like, due domini TSP
(Trombospondina) e una coda citoplasmatica composta da tre domini: dominio
Z0-1/Unc5 (ZU-5); DB e un dominio MORTE (DD). Quando si legano a netrina-1,
UNCS5 e DCC formano un complesso recettoriale interagendo attraverso il dominio
citosolico di DCC- P1 e i domini di UNCS5, ZU-5 e DB.

La segnalazione mediata dal legame netrina-1/DCC influenza la crescita, il
targeting e [’arborizzazione degli assoni, la crescita dendritica e la formazione di
sinapsi. L’espressione di netrina-1 e DCC decresce con [’avanzare dell’eta,
dall’infanzia alla vita adulta.
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Crescenti evidenze supportano che la netrina-1 ¢ coinvolta nella patogenesi di
AD per esempio:

e La netrina-1, attraverso I’interazione con APP, ¢ un regolatore negativo
della produzione di AP infatti la riduzione dell’espressione della
Netrina-1 nel cervello di topi transgenici, modello della malattia di
Alzheimer, ¢ associata con I’aumento della concentrazione di AP
supportando 1’ipotesi che la netrina-1 sia un regolatore chiave della
produzione di AP (217);

e La netrina-1 ha una funzione immunomodulatoria: 1 suoi livelli
sembrano essere correlati al rapporto tra le cellule T helper 17 (Th17) e
le cellule T regolatorie (Tregs).

Le Thl7 sono cellule altamente proinfiammatorie mentre Tregs
giocano un ruolo essenziale nel mantenimento dell’omeostasi
immunologica e nella regolazione dell’autoimmunita.

Nel siero e nel liquido cerebrospinale di topi modello AD, il livello
ridotto di netrina-1 sembra essere correlato con 1’aumento di cellule
Th17 e la riduzione delle cellule Tregs con conseguente innesco del
processo inflammatorio, componente chiave della patogenesi di AD

(218).
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Infine, sempre attraverso 1’utilizzo di PubMed, abbiamo ricercato composti
naturali che fossero in grado di intervenire nella modulazione dei due
pathways selezionati e favorirne il ripristino (figure 23 e 24).
E emerso che diversi studi scientifici hanno messo in evidenza come alcuni
composti naturali si siano dimostrati in grado di agire su intermedi del
pathway di segnalazione Wnt/B-catenina, tra questi troviamo:

e Curcumina
E un polifenolo estratto dal rizoma della Curcuma Longa, una pianta floreale
della famiglia delle Zingiberaceae; ¢ una spezia alimentare di colore
giallo/arancio frequentemente usata nella cucina indiana.
L’estratto di Curcuma Longa ¢ largamente utilizzato nella medicina
tradizionale come 1’ayurvedica e la medicina tradizionale cinese.
La curcumina riduce significativamente 1’espressione del’'mRNA e della
proteina GSK3f, in maniera dose e tempo dipendente in vitro ed aumenta
I’espressione di mRNA e proteina della B-catenina e il fattore trascrizionale
ciclina D1 in maniera dose e tempo dipendente, attivando il pathway Wnt/3-
catenina (219).
In vivo, la curcumina incapsulata in nanoparticelle che migliorano la

biodisponibilita nel cervello stimola la traslocazione nucleare della f-
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catenina, riduce 1 livelli di GSK3p ed aumenta I’attivita del promotore
TCF/LEF e ciclina D1.
Le nanoparticelle contenenti curcumina migliorano 1 problemi di
apprendimento ed 1 disturbi della memoria inducendo la neurogenesi nel
cervello adulto attraverso [Dattivazione del pathway Wnt/B-catenina e
potrebbero offrire un approccio terapeutico per il trattamento di malattie
neurodegenerative come AD stimolando un meccanismo autoriparativo del
cervello (220).

e Ostolo
L' Ostolo, derivato della cumarina presente in diverse piante erbacee come
Cnidium monnieri e Angelica pubescens largamente usate nella medicina
tradizionale cinese, inibisce 1’espressione GSK3B e stimola I’espressione
del’mRNA della B-catenina.
Attraverso Dattivazione del pathway Wnt/B-catenina aumenta Ia
proliferazione delle cellule staminali neuronali, il differenziamento neuronale
e blocca I’apoptosi dei neuroni, assumendo un potenziale ruolo nella
prevenzione e trattamento della malattia di Alzheimer (221).

e Puerarina
La puerarina ¢ il principale composto bioattivo (isoflavone) isolato dalla

radice della Pueraria lobata Ohwi (Kudzo) pianta selvatica rampicante della
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famiglia delle Fabacee, originaria dell'Asia orientale. E ampiamente utilizzata
nella medicina tradizionale cinese (222).
La puerarina ha dimostrato di attenuare I’iperfosforilazione di tau indotta da
AB1-42 nelle cellule SH-SYSY (linea cellulare di origine umana), attraverso
I’inibizione dell’espressione di GSK-3B, I’induzione dell’espressione di
B-catenina e ciclina D1 e conseguente attivazione del pathway
Wnt/B-catenina.
Per questi effetti la puerarina potrebbe esercitare un effetto protettivo contro
la malattia di Alzheimer (223).

e Xanthoceraside
Xanthoceraside, una saponina triterpenoide estratta dalla scorsa dei frutti di
Xanthoceras sorbifolia, ¢ in grado di promuovere la proliferazione ed il
differenziamento delle cellule staminali neuronali in neuroni attraverso 1’up-
regolazione del pathway Wnt/B-catenina permettendo di colmare la perdita
neuronale e migliorando cosi l'apprendimento e la compromissione della
memoria nei topi transgenici APP/PS1: determina infatti aumento
considerevole dell’espressione di  Wnt3a e p-GSK3B, riduzione

dell’espressione di p-B-catenina ed induzione della traslocazione nucleare

della B-catenina (224).
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e Sulforafano
Il sulforafano ¢ un composto del gruppo degli isotiocianati appartenente alla
famiglia dei composti solforati, presente in diverse specie vegetali come nelle
piante della famiglia delle crucifere (broccoli, cavoli e cavolini di Bruxelles).
Determina ’up-regolazione di proteine del pathway Wnt tra cui -catenina e
Ciclina D ed ¢ cosi in grado di promuovere la proliferazione ed il
differenziamento delle cellule staminali neuronali in neuroni.
Ha attratto, negli ultimi anni, attenzione come possibile agente
farmacoterapeutico in grado di migliorare la disfunzione cognitiva in AD
(225).

e Acido Salvianolico A
Gli acidi salvianolici sono composti polifenolici estratti dalla Salvia
miltiorrhiza (Danshen) ed ampiamente utilizzati nella medicina tradizionale
cinese.
L’acido salvianolico A ¢ in grado di promuovere la neurogenesi attraverso la
soppressione dell’attivita di GSK3f e I’'upregolazione della B-catenina (226).

e Resveratrolo
Il resveratrolo ¢ un polifenolo presente in un ampio range di alimenti come

frutti di bosco, uva, arachidi e vino.
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Il resveratrolo si € mostrato in grado di inibire I’attivita di GSK3p, indurre
cambiamenti nell’ espressione di axinal e DvI3, incrementare i livelli di B-
catenina ripristinando il pathway Wnt/B-catenina ed esercitando, quindi, un
ruolo neuroprotettivo in topi modello (SAMPS8- Senescence-accelerated prone
mouse models) (227).

e Ginkgolide B
Ginkgolide B (GB) terpenoide estratto dal Ginkgo biloba (pianta
gimnosperma) unica specie sopravvissuta della famiglia Ginkgoaceae — dalle
origini antichissime ed originario dell’Asia — che viene utilizzato per scopi
curativi (chiamato anche albicocco d’argento) ¢ in grado di aumentare il
livello di PB-catenina nucleare, probabilmente attraverso [’inibizione di
GSK3p, attivando il pathway Wnt/B-catenina e promuovendo il
differenziamento delle cellule neuronali staminali (228).

e Andrographolide
L’ Andrographolide ¢ un diterpenoide labdano isolato da stelo e foglie di
Andrographis paniculata, pianta erbacea annuale della famiglia Acanthaceae.
Nell” ippocampo di topi transgenici modello di AD, attraverso 1’inibizione di
GSK3B e Dlincremento dei livelli di B-catenina, ¢ in grado indurre
’attivazione del pathway Wnt e la trascrizione di geni target di Wnt coinvolti

nella neurogenesi (229).
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Figura 23- Rappresentazione schematica dei composti naturali in grado di ripristinare il
pathway Wnt/f}-Catenina

e C(Colina

La colina, ammina spesso detta anche vitamina J simile alle vitamine del
gruppo B, viene prodotta a livello endogeno dalle cellule del corpo umano ma
in quantita non sufficienti a soddisfare il fabbisogno. E’ presente anche in
alimenti come nel latte materno, nel tuorlo d'uovo, nei semi di soia, nel germe
di grano, nel fegato di vitello e tacchino e nel lievito di birra.

La colina ¢ wun nutriente essenziale che produce acetilcolina,
neurotrasmettitore essenziale per il cervello e le funzioni del sistema nervoso
centrale tra cui la memoria, il controllo muscolare e ['umore (230);

rappresenta il substrato per la formazione della fosfatidilcolina e della
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sfingomielina, principali componenti delle membrane di cellule nervose e
non, necessarie per la trasduzione del segnale, lo sviluppo cerebrale e crescita
fetale. E anche la principale fonte alimentare di gruppi metili che, attraverso
modificazioni epigenetiche possono influenzare 1’espressione genica (231).

In studi condotti sui topi ¢ stato rilevato che la disponibilita di colina
alimentare materna durante la gestazione ¢ in grado di influenzare i livelli di
netrina-1 ¢ DCC partecipando cosi alla modulazione della neurogenesi,
migrazione neuronale, sopravvivenza e differenziamento cellulare durante lo
sviluppo fetale dell’ ippocampo: un apporto materno inadeguato di colina al
feto in via di sviluppo pud causare difetti neuronali alla nascita e
compromissione delle capacita cognitive postnatali (232).

La supplementazione di colina alimentare rappresenta un potenziale
intervento per la prevenzione ed il trattamento della malattia di Alzheimer: in
studi condotti su topi, la supplementazione di colina materna migliora la
memoria spaziale della prole, le capacita attentive dei giovani adulti, riduce e
previene il normale declino cognitivo correlato all’ eta (231); in topi modello
di AD, un regime alimentare arricchito in colina durante il corso della vita ha

determinato rallentamento del declino cognitivo (233).
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e Metionina e vitamine
La metionina ¢ un amminoacido essenziale presente in elevate quantitd in
noci, carne di manzo, agnello, tacchino, maiale, pesce, crostacei, formaggio,
uova, latticini e fagioli.
Dal metabolismo della metionina viene prodotta 1’omocisteina, amminoacido
solforato essenziale (234).
La vitamina B6 ¢ presente nelle carni, soprattutto bianche, nel pesce (tonno,
salmone, crostacei), negli spinaci, nelle patate, nei legumi, nella frutta secca
ed anche nella frutta fresca, eccetto gli agrumi (235).
La vitamina B12, a differenza di buona parte delle altre vitamine, ¢ presente
solo nei prodotti di derivazione animale: la troviamo nella carne
(specialmente nelle carni rosse e in larga misura in fegato e reni), nel pesce,
nei molluschi ma anche nelle uova, nel latte e nei suoi derivati (236).
I folati sono presenti in alimenti di origine vegetale come le verdure a foglia
verde (spinaci, broccoli, asparagi, lattuga), 1 legumi (fagioli, piselli), la frutta
(kiwi, fragole e arance) e la frutta secca (come mandorle e noci); per quanto
riguarda 1 cibi di origine animale, il fegato e altre frattaglie ne hanno contenuti

piuttosto elevati, come pure alcuni formaggi e le uova (237).
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I folati e le vitamine B6 e B12 sono essenziali per il metabolismo
dell’omocisteina che avviene attraverso la rimetilazione a metionina o la
transulfurazione a cisteina.

In esperimenti condotti su topi ¢ stato rilevato che una dieta ad elevato
contenuto di metionina e basso contenuto di vitamine B6/B12 e folati
determina alterazioni dell’apprendimento e della memoria attraverso
I’aumento del livello di metilazione globale del DNA e conseguente
silenziamento del gene della netrina-1: in questi topi il promotore del gene
della netrina risulta ipermetilato ed il livello della proteina ridotto con
conseguente alterazione delle capacita cognitive (234).

Mantenendo con la dieta giornaliera un giusto introito di metionina (13mg/kg)
e vitamine potrebbe essere possibile, attraverso la  riduzione
dell’ipermetilazione del promotore del gene della netrina-1, mantenere la
normale espressione della Netrina-1 e prevenire lo sviluppo della patologia di

Alzheimer (238).
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DISCUSSIONE
Diversi studi scientifici hanno documentato differenze significative nei profili
di espressione dei miRNA in soggetti affetti da malattia di Alzheimer rispetto
a controlli sani.
I microRNA deregolati sembrano essere correlati con 1 meccanismi
patogenetici di AD e coinvolti sia nel suo esordio e sia nella sua progressione
nonché con cambiamenti neuropatologici caratteristici tra cui la formazione di
placche amiloidi, aggregati neurofibrillari, neuroinflammazione ed
espressione alterata di geni noti per essere coinvolti nella patologia di
Alzheimer.
La ricerca scientifica nei confronti det miRNA si ¢ focalizzata su due aree di
interesse: 1) miRNA come possibili biomarkers per la malattia 2) miRNA
come possibili target terapeutici.
I microRNA oltre che nella cellula sono presenti, in forma stabile, nei liquidi
corporei come CSF e sangue periferico: la loro analisi ¢ non invasiva,
relativamente semplice € meno costosa rispetto ai metodi attualmente
utilizzati a supporto della diagnosi di AD, come RMN e PET.
Sebbene numerosi studi siano stati effettuati, 1’utilizzo di miRNA come
biomarkers per AD ha ancora tante sfide da superare tra cui la necessita di

standardizzazione della metodologia di analisi nei liquidi corporei, la

138



mancanza di evidenze sufficienti per stabilire un cutoff, la necessita di
stabilire criteri di inclusione di pazienti e controlli negli studi per garantire
riproducibilita e validazione dei miRNA identificati.
Un biomarker specifico e sensibile per AD non ¢ al momento disponibile, ma
la ricerca sui miRNA ¢ in corso: in un futuro prossimo si spera di giungere
alla definizione di profili di espressione di miRNA, in particolare nel sangue
periferico, specifici per la malattia di Alzheimer che ne permettano la
diagnosi precoce, la stadiazione e la valutazione della progressione di
malattia.
Gli studi condotti fin ora hanno messo in evidenza come alcuni miRNA siano
in grado di modulare 1’espressione di geni potenzialmente coinvolti nell” AD.
Questo ha spinto 1 ricercatori a sviluppare delle strategie terapeutiche basate
sugli stesst miRNA, dato che le terapie disponibili non hanno avuto successo
nel trattamento o nel rallentamento della progressione di AD.
La modulazione a scopo terapeutico dei microRNA puo essere effettuata in
due modi (110):

1. inibendo la funzione dei miRNA attraverso un oligonucleotide

antisenso a singolo filamento (ASO) complementare;
2. aumentando o ripristinando 1 livelli fisiologici dei miRNA attraverso la

somministrazione di composti che stimolano la loro produzione o
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attraverso un miRNA sintetico a doppio filamento che ha la stessa
funzione del miRNA endogeno (miRNA mimics).
La regolazione mediata dai microRNA ¢ sequenza specifica e un singolo
miRNA puo agire su decine o centinaia di geni target, fornendo un’
entusiasmante opportunitda per regolare networks e pathways di questa
complessa malattia.
Tuttavia, sebbene ci sia stato nel corso degli ultimi anni un numero
considerevole di clinical trials su trattamenti terapeutici basati sui miRNA,
nessuno ad oggi ¢ entrato ancora in fase 3.
Tra i problemi da superare ci sono: la necessita di identificare miRNA target
ottimali per ciascuna patologia e la necessita di ottimizzare 1 carrier
rendendoli specifici e stabili allo scopo di ottenere bassa tossicita e ridotti
effetti off target.
La definizione di interventi basati sui miRNA che permettano di ripristinare
contemporaneamente diversi pathways alterati nella malattia, rappresenta ad
oggi, una delle piu interessanti prospettive future per il trattamento
dell’ Alzheimer.
Il numero sempre maggiore di evidenze che sottolineano 1’importanza della

deregolazione dei microRNA in AD ci ha portato ad indagare, nel nostro
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studio, la funzione biologica dei microRNA al fine di individuare innanzitutto
1 pathways alterati ad essi correlati.

La ricerca in silico ci ha permesso di ottenere informazioni riguardo i
microRNA di interesse.

A seguito della raccolta bibliografica su PubMed e inserendo i miRNA up o
down-regolati in Mienturnet € stato possibile risalire ai loro geni target di cui
perod non ¢ stato possibile rilevare 1 livelli di espressione.

I geni target piu significativi trovati sono stati quindi inseriti in Reactome che
ha fornito alcuni pathways nei quali questi geni sono potenzialmente coinvolti
ma non informazioni specifiche sulla possibile deregolazione nella malattia di
Alzheimer.

Tra 1 pathways piu significativi risultati dalla ricerca con Reactome ne
abbiamo quindi selezionati due, Beta-catenin phosphorylation cascade e
Netrin-1 signaling, e ne abbiamo valutato il coinvolgimento in AD facendo
una ricerca su Pubmed.

Il pathway di segnalazione di Wnt/B-catenin, essenziale per le funzioni
cerebrali quali plasticita sinaptica, sopravvivenza neuronale, neurogenesi e
integrita della barriera ematoencefalica, inibizione della neuroinfiammazione,
inibizione della fosforilazione di tau, inibizione della produzione di AP, ¢

risultato downregolato nei pazienti affetti da AD.
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Il pathway di segnalazione della Netrina-1 influenza la crescita assonale (se,
quando e dove crescere), svolge un ruolo chiave in eventi quali
I’arborizzazione assonica, la crescita dendritica, la formazione delle sinapsi,
ha funzione immunomodulatoria e antinfiammatoria e di regolatore negativo
della produzione di AP: nella malattia di AD ¢ downregolato.
Visto il coinvolgimento dei due pathways menzionati nelle funzioni
fisiologiche cerebrali e negli eventi patogenetici che portano ad AD quando
deregolati, essi potrebbero rappresentare, in futuro, target terapeutici per la
cura della malattia.
Dato che 1 prodotti naturali sono stati utilizzati per millenni dalla medicina
tradizionale per il trattamento di svariate patologie e noto il ruolo
dell’alimentazione nel mantenimento dello stato di salute, nel tentativo di
proporre un approccio per la modulazione di questi pathways alterati (Wnt/f-
catenin e netrina-1) in AD, abbiamo indagato se composti bioattivi e
componenti alimentari fossero in grado di influenzarli.
Attraverso una ricerca su PubMed abbiamo riscontrato che nell’ultimo
decennio molti composti bioattivi sono stati identificati come potenti
modulatori del pathway di segnalazione Wnt/f-catenina, tra questi:

e Curcumina che in vitro riduce significativamente |’espressione

del’mRNA e della proteina GSK-3B, in maniera dose e tempo
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dipendente ed aumenta 1’espressione di mRNA e proteina della B-
catenina (219); in vivo nanoparticelle contenenti curcumina riducono 1
livelli di GSK3p, aumentano la traslocazione nucleare di B-catenina
inducendo la neurogenesi nel cervello adulto e favorendo il
miglioramento di problemi di apprendimento e dei disturbi della
memoria (220);

Ostolo, inibisce [D’espressione GSK3B e stimola [D’espressione
del’mRNA della B-catenina aumentando la proliferazione delle cellule
staminali neuronali, il differenziamento neuronale e bloccando
I’apoptosi dei neuroni (221);

Puerarina inibisce ’espressione di GSK3p ed induce ’espressione di
B-catenina, attenuando 1’iperfosforilazione di tau in colture cellulari
umane (223);

Xanthoceraside determina aumento considerevole dell’espressione di
Wnt3a e p-GSK3pB, riduzione dell’espressione di p-B-catenina ed
induzione della traslocazione nucleare della f-catenina promuovendo la
proliferazione ed il differenziamento delle cellule staminali neuronali in
neuroni, permettendo cosi di colmare la perdita neuronale e di favorire
il miglioramento dell'apprendimento e del deficit di memoria nei topi

transgenici APP/PS1 (224);
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Sulforafano determina I’up-regolazione di proteine del pathway Wnt tra
cui B-catenina e Ciclina D ed ¢ cosi in grado di promuovere la
proliferazione ed il differenziamento delle cellule staminali neuronali in
neuroni (225);

Acido salvianolico A che attraverso la soppressione dell’attivita di
GSK3B e I'upregolazione della B-catenina promuove la neurogenesi
(226);

Resveratrolo inibisce D’attivita di GSK3p, induce cambiamenti

nell’ espressione di axinal e Dvl3, incrementa 1 livelli di B-catenina
esercitando un ruolo neuroprotettivo in topi modello (227);

Ginkgolide B aumenta il livello di B-catenina nucleare, probabilmente
attraverso  D’inibizione di  GSK3p, promuovendo cosi il
differenziamento delle cellule neuronali staminali (228);
Andrographolide nell” ippocampo di topi transgenici modello di AD,
inibisce GSK3p e promuove I’incremento dei livelli di B-catenina

(229).

Tutti questi composti di origine naturale sono in grado di up-regolare il

pathway Wnt/f-catenina downregolato in AD. Agiscono sulla chinasi GSK3f3

responsabile della fosforilazione della f-catenina e del suo indirizzamento alla

degradazione proteasomale, favorendo cosi I’aumento della quantita di f-
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catenina non fosforilata, attiva, indispensabile per il corretto funzionamento
del pathway di segnalazione e svolgendo un ruolo neuroprotettivo.

Per questi motivi, tali composti potrebbero rappresentare possibili agenti
farmacoterapeutici per il trattamento di AD, tuttavia, ad oggi ci sono
limitazioni  all’applicazione terapeutica dovute alla loro scarsa
biodisponibilita.

Sono dunque necessari ulteriori studi che permettano di stabilirne quantita e
metodi di somministrazione ottimali per permetterne 1’uso clinico.

Per quanto riguarda il pathway della netrina-1 tra i componenti alimentari che
ne permettono la modulazione, upregolandolo, abbiamo identificato:

e Colina, la cui disponibilita durante la gestazione ¢ in grado di
influenzare 1 livelli di netrina-1 e DCC partecipando cosi alla
modulazione della neurogenesi, migrazione neuronale, sopravvivenza e
differenziamento cellulare: un apporto materno inadeguato di colina al
feto in via di sviluppo puo causare difetti neuronali alla nascita e
compromissione delle capacita cognitive postnatali (232).

Di contro un regime alimentare arricchito in colina determina, in topi
modello AD, rallentamento del declino cognitivo (231);
e Metionina, vitamine B6/B12 e folati: in esperimenti condotti su topi ¢

stato rilevato che una dieta ad elevato contenuto di metionina e basso
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contenuto di vitamine B6/B12 e folati determina alterazioni
dell’apprendimento e della memoria attraverso I’aumento del livello di
metilazione globale del DNA e conseguente silenziamento del gene
della netrina-1 (234).
Assumendo un corretto introito di metionina (13mg/kg) e vitamine con
la dieta, si ottiene una riduzione dell’ipermetilazione del promotore del
gene della netrina-1 mantenendone la normale espressione. Cio
dovrebbe prevenire lo sviluppo della patologia di Alzheimer (238).
Questi risultati mostrano come anche I’alimentazione quotidiana, con le sue
componenti, possa svolgere un ruolo chiave nella modulazione di pathways
alterati coinvolti nella patogenesi di AD e come potrebbe influenzare
I’esordio e progressione della malattia.
Un modello dietetico specifico per la malattia di Alzheimer non ¢ ancora stato
definito ma numerosi studi hanno mostrato come la dieta mediterranea sia
associata a minor rischio di sviluppare AD, proteggendo da declino cognitivo
e demenza.
Non esiste una singola dieta mediterranea ma ci sono diversi adattamenti
basati sulle differenze culturali delle singole regioni; tuttavia tutti i Paesi del

Mediterraneo condividono le stesse caratteristiche dietetiche chiave.
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La dieta mediterranea ¢ caratterizzata da alto consumo di frutta fresca,
vegetali, legumi, grano integrale, semi e frutta secca, moderato consumo di
pesce e pollame, consumo ridotto o moderato di latticini (soprattutto yogurt o
formaggio), ridotto consumo di carne rossa, grano raffinato, zuccheri raffinati,
cibi pronti e I'uso di olio extravergine di oliva come principale fonte di grassi.
La potenzialita della MeDi di prevenire la neurodegenerazione ¢ stata
attribuita primariamente alla grande varieta di composti bioattivi come
polifenoli, fitosteroli, carotenoidi, composti solforati presenti negli alimenti
che la caratterizzano e che hanno effetti su diversi meccanismi patogenetici
coinvolti nell” AD tra cui anche 1’epigenetica.

La dieta ¢, pero, piu della somma degli effetti dei suoi componenti:
I’interazione e gli effetti sinergici dei singoli componenti occorrono perché i
cibi sono consumati nell’ambito di una dieta bilanciata.

Ai fini della prevenzione o cura della malattia di Alzheimer, la scelta
dovrebbe orientarsi sul ‘modello mediterraneo’ inteso non come semplice
schema dietetico ma come stile di vita dove il cibo rappresenta uno degli
elementi rilevanti insieme con cultura, credenze, tradizioni e piaceri: alla dieta
sana (ricca di frutta, verdura, legumi, grano integrale, pesce etc.) e bilanciata

dovrebbero essere associati attivita fisica e convivialita, aspetti che a loro
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volta sono in grado di influenzare lo stato di benessere e salute e che ad oggi

sembrano contribuire alla riduzione del rischio di AD.
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CONCLUSIONI
La malattia di Alzheimer ¢ una priorita di sanitd pubblica poiché dei 46
milioni di persone compite da demenza nel mondo, rappresenta il 50-60% dei
casl.
La gestione della malattia risulta complessa poiché non sono disponibili
biomarkers validati che possano essere utilizzati per la diagnosi accurata di
malattia di Alzheimer o per la diagnosi differenziale da altre malattie
neurodegenerative; inoltre 1 trattamenti disponibili permettono di mitigare 1
sintomi senza arrestarne la progressione o permetterne la cura.
La ricerca di biomarkers affidabili e potenziali approcci terapeutici efficaci ha
portato 1 ricercatori a rivolgere la propria attenzione sulle modificazioni
epigenetiche, tra cui in particolare il ruolo dei microRNA.
L’alterazione dei livelli dei microRNA sembra essere associata a diversi
eventi patogenetici della malattia di Alzheimer e pud essere valutata
attraverso metodi non-invasivi. Per questo, i microRna potrebbero essere
utilizzati come biomarkers per la diagnosi precoce o stadiazione della
malattia, tuttavia ad oggi, 1 profili di espressione specifici per la malattia non

sono ancora stati definiti ed ulteriori studi sono necessari.
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[ livelli dei microRNA inoltre possono essere modulati, essendo le
modificazioni epigenetiche reversibili, percio potrebbero essere utilizzati
come target di nuovi trattamenti terapeutici per la cura di AD.

Anche in questo ambito ulteriori studi sono necessari soprattutto perché i
microRNA hanno molteplici target e ’azione su uno specifico microRNA
potrebbe determinare effetti non desiderati.

In questo ambito di ricerca un ruolo fondamentale ¢ svolto dalla
bioinformatica che permette di raccogliere informazioni provenienti da fonti
diverse, identificare 1 potenziali target dei microRNA e valutarne il
coinvolgimento nella patogenesi di AD permettendo di avanzare ipotesi sui
meccanismi patogenetici della malattia e sulle strategie di intervento.

I tools bioinformatici offrono dunque la possibilita di ampliare il campo delle
conoscenze nell’ambito dell’AD e di delineare possibili approcci per la
diagnosi o trattamento, tuttavia anche i tools bioinformatici devono essere
migliorati per permettere lo studio delle complesse interazioni tra microRNA,
geni e pathways che intervengono nella patologia.

Non essendovi cura, I’approccio migliore per la malattia di Alzheimer,
sembra essere l’intervento su fattori di rischio modificabili tra cui riveste

grande importanza 1’alimentazione.
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Numerosi componenti alimentari hanno mostrato di essere in grado di
determinare modificazioni epigenetiche e di svolgere un ruolo chiave nei
meccanismi associati alla funzionalita cerebrale, inoltre, le abitudini
alimentari sono strettamente correlate a condizioni cliniche come diabete,
ipertensione ed obesita altri fattori di rischio per AD.

Per questi motivi la scelta di un’alimentazione sana ed equilibrata, che
prevede il consumo di alimenti con elevato contenuto di composti bioattivi,
come quella mediterranea, ¢ che favorisca il mantenimento dello stato di
salute generale, sembra rappresentare attualmente la strada piu consona da

intraprendere ai fini della prevenzione della malattia di AD.
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