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|NTRODUZ|ONE > E noto da tempo che le proteine possono subire

misfolding ed assemblarsi in fibrille amiloidi le quali sono

- . . | I molte malattie neur nerative com
Table 1 Non-exhaustive list of protein misfolding diseases with their associated peptides or proteing, and in vitra and ex vivo alla base di molte malattie neurodegenerative come

structures of camesponding amyloid fibiils. Putative mechanisms of aggregation and toxicity are also indicated 'Alzheimer e il morbo di Parkinson. Tuttavia prove
Disease Proteins Length Prospectivemost  Dominant Invitro amyloid  Ex vivo amyloid crescenti hanno dimostrato che gli aggregati proteici

toxic species aggregation structure structure

mechanism solubili piu piccoli, intermedi e metastabili noti come

Azheimers disease  Amyloid-B(AR)  4Dordl AR Cligomers[3,  Secondary nuclea- AR [24] AR, 127, 28] oligomeri proteici mal ripiegati risultano essere piu
(AD) Taul (3R +4R) 352441 16,17] tion {21, 22] AR, [25] AR, 5] _

Tau:Oligomers  Secondary nuclez-  Tau [26) Tau {29, 3(] dannosi.

[18-20] tion [23] "
Parkinsons disease  a-synuclein 14 Oligomers (31-33]  Condition-depend-  [36-29) (40-41]
(PD) ent [34], includ-

ing lipid-induced
aqareqation [35]

Dementia a-synuctein 140 Pra-synaptic Nat yet known, sec- - [40,47]
with Lewy Bodies aggregates[43] & ondary pathways
(DLE) oligomers [44,45] (48]

Unfolded Folded

Flg. 2 - Riplegamento proteico: dalla struttura primaria a quella terziara
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STRUTTURA E MECCANISMI DI FORMAZIONE DEGLI
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e Le proteine, una volta che sono state sintetizzate
possono assumere il loro stato nativo oppure,
attraverso stadi intermedi, possono essere convertite
nella loro forma amiloide. In questo caso le proteine
monomeriche vengono trasformate in oligomeri € poi
in strutture fibrillari a foglietto B incrociato con

filamenti B paralleli e antiparalleli.

Fig. 2 - Struttura df
risoluzione atomica delle
fibrille amiloidi
monomortiche AB4.2.




MECCANISMI CINETICI DI FORMAZIONE DELLE FIBRILLE PER RILEVARE NUCLEI OLIGOMERICI
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» L'analisi cinetica quantitativa della
formazione delle fibrille amiloidi ci
consente di ottenere informazioni
circa il meccanismo di formazione
degli oligomeri proteici mal ripiegati.

» Per collegare le osservazioni
macroscopiche ali meccanismi
microscopici si fa riferimento alla
cinetica chimica dove i passaggi alla
base del processo di aggregazione
vengono classificati in:

* Allungamento delle fibrille e
dissociazione dei monomeri che sono
processi che influenzano la massa
aggregata.

* Nucleazione primaria, secondaria e
frammentazione delle fibrille che
contribuiscono al numero totale di
aggregati.



» FASI MICROSCOPICHE
Dl NAM |CA DEG |_| Levoluzione delle specie oligomeriche pud essere suddivisa in una serie di fasi

microscopiche quali:

OLIGOMERI ,

» Conversione degli oligomeri in oligomeri competenti per I'allungamento delle
fibrille

* Allungamento degli oligomeri fibrillari in fibrille.

L'associazione e la dissociazione degli oligomeri

primary pathways - - - - - - oo nnn
. Vb Generalmente gli oligomeri non fibrillari possono formarsi attraverso la
— nucleazione primaria. Le specie fibrillari compatibili con l'allungamento si
k formano tramite nucleazione secondaria ma a causa della reversibilita di
. quest'ultima gli oligomeri possono dissociarsi in monomeri.
DIy nwmm ﬂ"gﬂl'l'ﬂf 6-)
O - o » PARAMETRI DINAMICA DEGLI OLIGOMERI
fibril number La dinamica della popolazione degli oligomeri per un dato sistema amiloide
.f'.iéjnrzln":r:.m — o | (free ends) #”  puo essere descritta attraverso quattro parametri principali:
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0 o wibamimooner > SEPARAZIONE DI FASE
ke i {de:;:eigwmd"fm' aton) o Un percorso alternativo  all'aggregazione amiloide & quello  relativo alla
,f@’ formazione di condensati proteici secondo cui le proteine formano una fase
secondary pathways

condensata simile ad un liquido in quanto le interazioni proteina-proteina
diventano piu favorevoli,



METODI DI RILEVAMENTO DEGLI OLIGOMERI

La difficolta nell'isolare gli oligomeri dipende dalla loro piccola dimensione, idrofobicita, bassa stabilita e
basse concentrazioni, natura transitoria € ampia eterogeneita strutturale. Per facilitarne la loro indagine in
Vvitro si compiono:

» Dosaggi immunologici in cui € previsto l'uso di anticorpi specifici per conformazione o sequenza che
catturano gli oligomeri presenti in soluzione. Tra questi viene in particolar modo ricordato I'anticorpo
policlonale A11.

e Studi su animali transgenici. Liniezione di oligomeri tossici mal ripiegati nel cervello dei topi ha
causato infatti la perdita di neuroni colinergici, disturbi della memoria spaziale, disfunzioni sinaptiche e
mitocondriali.



EFFETTI CITOTOSSICH

Nonostante le difficolta nell'isolare gli oligomeri
proteici mal ripiegati recenti studi hanno
dimostrato che questi hanno la capacita di poter
interagire con un'ampia gamma di composti
cellulari:

* (Capacita di legarsi alle membrane biologiche
in modo da determinarne la rottura e
consentire cosi uno squilibrio di calcio,
disfunzione mitocondriale e produzione di
specie reattive dell'ossigeno (ROS).

* Gli oligomeri AB hanno la possibilita di
interagire con proteine e lipidi a livello delle
sinapsi.

* Possono indurre una risposta infiammatoria
nelle cellule microgliali rilasciando citochine
pro-infiammatorie.

» Capacita di interagire con i recettori AMPA e
NMDA.
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Gli effetti citotossici degli oligomeri proteici dipendono in gran parte dalla dimensione e dall'idrofobicita di questi
ultimi.

 Oligomeri di piccole dimensioni sono maggiormente diffusibili attraverso la membrana cellulare

* Oligomeri di grandi dimensioni sono in grado di incorporarsi all'interno dei doppi strati lipidici.

Increasing size

protofibrils & small
large oligomers oligomers

sing ability to perturb membranes and induce toxicity

Fig.6 Physicochemical parameters that influence the toxicity of protein misfolded oligomers. The toxicity typically scales with increasing
hydrophobicity and decreasing size. Created with biorendercom




APPROCCI TERAPEUTICI

* Per il trattamento dell'AD € stato avanzato I'utilizzo di
un anticorpo contro oligomeri AB ad alto peso

molecolare, ossia lecanemab.

* Luso di chaperoni molecolari pud inibire la
nucleazione primaria e secondaria e quindi ritardare

la formazione di oligomeri.

e |l farmaco tafamidis contribuisce a rallentare la
progressione di una malattia amiloide in quanto
stabilizza lo stato nativo delle proteine.

» Utilizzo degli aminosteroli per prevenire il legame

degli oligomeri alle membrane cellulari.

 Ulteriori terapie promettenti sono in fase di studio e
mirano alla degradazione degli oligomeri attraverso la
stimolazione  dell'autofagia, sfruttando chaperoni
molecolari che funzionano come disaggregasi ©

promuoverne la clearance.
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Fig. 10 Owerview of approaches under developrnent that could be potentially able to suppress the formation, reduce the lifetime, or decrease
the tox m:,o[ misfolded pratein oligomers. Biological or chemical structures of prototypacal drugs are shown for each class of therapeutic. Created
with biorender.com



CONCLUSION|

Futuri studi e approcci degli oligomeri proteici mal ripiegati richiederanno importanti sviluppi in due
aree: dapprima € necessario mettere a punto metodi quantitativi per l'individuazione di oligomeri in
Vivo soprattutto per lo studio dei loro meccanismi di formazione ma anche sviluppare saggi di

tossicita.



RIASSUNTO

* Le proteine, dopo la sintesi, devono ripiegarsi correttamente per poter funzionare. Tuttavia, possono formarsi stati
intermedi, inclusi oligomeri e strutture fibrillari la cui formazione awiene attraverso processi come ['allungamento
delle fibrille, la nucleazione primaria e secondaria e la frammentazione delle fibrille. Questi passaggi possono essere
descritti da equazioni differenziali, con parametri come la persistenza, produttivita cinetica, abbondanza e tempo di

picco degli oligomeri.

* Gli oligomeri possono causare citotossicita interagendo con componenti cellulari, disturbando la membrana cellulare,
inducendo squilibri di calcio e disfunzioni mitocondriali. Studi in vitro € su modelli animali hanno dimostrato che gl

oligomeri possono compromettere la memoria e la funzione sinaptica, specialmente nell'Alzheimer e nel Parkinson.

* Gli anticorpi contro gli oligomeri, come Lecanemab, mostrano promesse nel trattamento dell'Alzheimer, inibendone la

formazione stessa.
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