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Contributi scientifici

Ruolo dello stress ossidativo nella patogenesi della malattia di Alzheimer. Abbiamo dimostrato per la prima
volta che lo stress ossidativo € in grado di aumentare I'espressione e i livelli proteici di BACE1, un'aspartil
proteasi con attivita B-secretasica. Abbiamo dimostrato che BACE1 & modulata dal prodotto dello stress
ossidativo 4-idrossinonenale (HNE), un mediatore rilevato in vivo nel cervello dei malati di Alzheimer.
(PMID: 12270690).

Quindi, abbiamo dimostrato che il 4-idrossinonenale (HNE) svolge un ruolo patogenetico nella malattia di
Alzheimer mediante I'attivazione delle chinasi attivate da stress (SAPK) e di BACE-1.

Ancora, gli stessi peptidi di B amiloide (AB) possono essere neurotossici durante la progressione della
malattia di Alzheimer, inducendo stress ossidativo. L'esposizione di cellule SK-N-BE differenziate in senso
neuronale al frammento AB (25-35) nonché a AB (1-40) e AB (1-42) induce la generazione precoce e tempo
dipendente di stress ossidativo. |l trattamento con AB provoca anche l'attivazione delle chinasi c-Jun (JNK)



e p38 (MAPK) ed & seguito da cambiamenti nucleari caratteristici dell'apoptosi, come valutato dalla
colorazione DAPI e dalla tecnica TUNEL. (PMID: 12684028,12826255, 15659232).

Abbiamo anche dimostrato che lo stress ossidativo attiva la gamma secretasi (PMID1800501;
19196715,20847436). Questi risultati dimostrano I'esistenza di un feedback positivo in cui la y-secretasi
tagliando I'ABPP rilascia un peptide funzionalmente attivo, AB42, che promuove, a sua volta, la trascrizione
di BACEL. L'espressione genica indotta da AB42 ha implicazioni nella disfunzione neuronale e nella
degenerazione che si verifica nell'AD.

Le cause dell'accumulo di AB nella forma sporadica di AD non sono completamente note, ma € probabile
che includano lo stress ossidativo (OS). OS e AB sono collegati tra loro poiché |'aggregazione di AB induce
OS in vivo e in vitro e gli agenti ossidanti aumentano la produzione di AB. L'OS ¢ il risultato di diversi insulti
cellulari come invecchiamento, iperglicemia, insulti ipossici che sono tutti fattori di rischio ben noti per lo
sviluppo di AD. Pertanto, i nostri dati rafforzano l'ipotesi che I'0S sia una meccanismo dell'accumulo di AB,
comune a diversi fattori di rischio di AD (PMID 20552043).

Differente ruolo dei monomeri e degli oligomeri dell'AB nella patogenesi dell'AD. L'ipotesi della cascata
amiloide suggerisce che la forma insolubile e fibrillare di AR possa svolgere un ruolo patogenico primario
nella malattia di Alzheimer a livello molecolare. Tuttavia, né il tasso di demenza né I'entita del danno
neuronale sembrano essere correlati ai livelli di placche (cioé AB aggregato / fibrillare).

Dati di letteratura suggeriscono che la neurotossicita possa essere esercitata anche da aggregati solubili
piuttosto piccoli di AB, inclusi gli oligomeri. Caratterizzare i meccanismi alla base della tossicita mediata dai
vari stati di aggregazione dei peptidi AB & quindi uno dei principali obiettivi della ricerca. Abbiamo studiato
gli effetti di A fibrillare, prefibrillare e oligomerica (1-42) sull'induzione di stress ossidativo, morte cellulare
ed espressione di BACE-1 nelle cellule neuronali NT2. Abbiamo scoperto che AP prefibrillare e oligomerico
(1-42) aumentano significativamente i markers di stress ossidativo 4-idrossinonenale e perossido di
idrogeno rispetto alle forme fibrillari di AB (1-42). Inoltre, lo stress ossidativo determina un'induzione piu
rapida e significativa della morte delle cellule neuronali per apoptosi e per necrosi. Ancora, la forma
fibrillare di AB (1-42), ma non le forme solubili non fibrillari, si & dimostrata I'unica condizione in grado di
aumentare l'espressione e l'attivita di BACE-1 (PMID 16814100).

Il ruolo dell'autofagia e la sua relazione con l'apoptosi nella patogenesi della malattia di Alzheimer (AD) &
poco conosciuto. Un danno al processo autofagico porta all'accumulo di substrati non completamente
digeriti, all'accumulo di peptide AB nei vacuoli e alla morte cellulare. E stato scoperto che AB, a sua volta,
influisce sull'autofagia. Pertanto, AR potrebbe essere parte di un ciclo in cui e sia il substrato dell'autofagia
alterata che la sua causa. Data la rilevanza delle diverse forme solubili di AB1-42 nell'AD, abbiamo studiato
se i monomeri e gli oligomeri del peptide avessero un ruolo differenziale nel causare autofagia alterata e
morte cellulare. Utilizzando cellule differenziate di neuroblastoma SK-N-BE, abbiamo scoperto che i
monomeri ostacolano la formazione del complesso fra BCL2 / Beclin 1 e attivano la via MAPKS / JNK1-
MAPK9 / INK2 fosforilando BCL2. | monomeri inibiscono anche I'apoptosi e consentono |'autofagia con
accumulo intracellulare di autofagosomi e aumento dei livelli di BECN1 e LC3-Il, con conseguente inibizione
della degradazione del substrato a causa di un'azione inibitoria sull'attivita lisosomiale. Gli oligomeri, a loro
volta, favoriscono la formazione del complesso BCL2-BECN1 favorendo I'apoptosi. Inoltre, provocano un
aumento meno profondo dei livelli di BECN1 e LC3-Il rispetto ai monomeri senza influenzare il flusso
autofagico. Pertanto, i dati presentati in questo lavoro mostrano un collegamento per I'autofagia e
I'apoptosi con monomeri e oligomeri, rispettivamente. E probabile che questi studi aiutino la progettazione
di nuove terapie (PMID: 25136804, PMID: 29103036).



Demenza vascolare e Alzheimer. La malattia di Alzheimer (AD) & una patologia multifattoriale che causa
disturbi dello spettro cerebrale nei pazienti affetti. Questi disturbi neurologici misti non includono solo
cambiamenti strutturali del cervello, ma anche lesioni cerebrovascolari. Lo scopo principale di questo
studio e trovare i fattori condivisi dalle due patologie. La diminuzione dell'ubiquitina C-terminale idrolasi L1
(Uch-L1), un importante enzima neuronale coinvolto nell'eliminazione delle proteine mal ripiegate, e stata
osservata nel danno ischemico cosi come nell'AD, ma il suo ruolo nella patogenesi dell'AD ¢ lontano dall'
essere chiarito. In questi studi abbiamo dimostrato che I'inibizione di Uch-L1 induce l'iperregolazione di
BACE1 e aumenta la morte neuronale e apoptotica nel controllo cosi come nel modello di topo transgenico
AD sottoposto a Bengal Rose, un colorante sensibile alla luce che induce un infarto corticale attraverso
fotoattivazione. Nelle stesse condizioni abbiamo anche riscontrato una significativa attivazione di NF-«B.
Pertanto, il ripristino di Uch-L1 & stato in grado di prevenire completamente sia I'aumento dei livelli di
proteina BACEL che la quantita di morte cellulare. | nostri dati suggeriscono che l'iper-regolazione di BACE1
mediata da Uch-L1 potrebbe essere un importante meccanismo responsabile dell'accumulo di peptidi AR
nel danno vascolare e indicano che la modulazione dell'attivita di questo enzima potrebbe fornire nuove
strategie terapeutiche nell'’AD (PMID: 29033830, PMID: 22726800).

"Crosstalk fra AP e tau nella patogenesi dell'AD" Il meccanismo della tossicita della proteina tau non &
ancora chiaro. Segnaliamo che oligomeri e monomeri di tau ricombinanti, iniettati per via intraventricolare
in topi esprimenti Tau umana, promuovono taupatia attraverso diversi meccanismi. Le forme oligomeriche
di tau alterano la conformazione della tau predisponendo all'accumulo di grovigli neurofibrillari. Questo
effetto si verifica senza iperfosforilazione della tau e attivazione di chinasi specifiche, suggerendo che gli
oligomeri della tau inducono I'assemblaggio della proteina attraverso un effetto di nucleazione. |
monomeri, a loro volta, inducono la neurodegenerazione attraverso una scissione della tau mediata dalla
calpaina che porta all'accumulo di un peptide neurotossico da 17 kDa e all'induzione della morte cellulare
per apoptosi (PMID: 28671129).

La relazione tra I'amiloide B1-42 (AB1-42) e |'alterazione della proteina Tau € un altro punto cruciale nella
patogenmesi dell'AD. Abbiamo studiato I'effetto dei monomeri e degli oligomeri di AB1-42 sulla Tau,
utilizzando topi esprimenti Tau umana wild-type che non sviluppano spontaneamente la Taupatia. Dopo
I'iniezione intraventricolare di AB1-42, i topi sono stati sacrificati dopo 3 ore o 4 giorni. Il trattamento di
breve durata con monomeri AB, ma non con gli oligomeri, ha mostrato un cambiamento conformazionale
simile a grovigli neurofibrillari di Tau, insieme a iperfosforilazione. Lo stesso trattamento ha indotto un
aumento della concentrazione di chinasi capaci di iper-fosforilare tau. L'inibizione delle chinasi ha protetto i
cambiamenti Tau. | monomeri AR hanno aumentato i livelli di Tau totale, attraverso l'inibizione della
degradazione proteosomiale. Gli oligomeri AR hanno riprodotto tutte le suddette alterazioni solo dopo 4
giorni di trattamento. E noto che i monomeri AB1-42 favoriscono I'attivita sinaptica. | nostri risultati
suggeriscono che i monomeri A favoriscono fisiologicamente |'attivita della Tau e la germinazione
dendritica, mentre il loro eccesso causa la patologia della Tau. Inoltre, il nostro studio indica che le terapie
anti-Ap dovrebbero essere mirate anche ai monomeri AB1-42 (PMID: 27406053).

Le differenze di genere come fattore di rischio per I'AD. Il rischio di sviluppare la malattia di Alzheimer, la
sua progressione e gravita sono noti per essere diversi negli uomini e nelle donne e il declino cognitivo
maggiore nelle donne rispetto agli uomini allo stesso stadio della malattia. Qiuesto diverso comportamento
potrebbe essere correlato, almeno in parte, ai livelli di estradiolo . Nel nostro lavoro abbiamo scoperto che
il sesso biologico influenza I'effetto dei monomeri di amiloide-42 (AB42) sul cambiamento
conformazionale patologico della tau. Abbiamo utilizzato topi transgenici che esprimono la tau umana wild-



type (hTau) che sono stati sottoposti a iniezioni intraventricolari (ICV) di peptidi AB in concentrazione
nanomolare. Abbiamo scoperto che AB42 produce cambiamenti conformazionali patologici e
iperfosforilazione della proteina tau in topi maschi o femmine ovariectomizzate ma non nelle femmine di
controllo. Il trattamento delle femmine ovariectomizzate con estradiolo sostitutivo protegge dalla
conformazione patologica della tau e sembra essere mediato dall'attivita antiossidante oltre che dalla
capacita di modulare I'espressione del miRNA 218 legato alla fosforilazione tau. Il nostro studio indica che
fattori come I'eta, lo stadio riproduttivo, i livelli ormonali e I'interazione con altri fattori di rischio
dovrebbero essere considerati nelle donne, al fine di identificare il miglior approccio terapeutico
appropriato nella prevenzione del deterioramento cognitivo (PMID: 32804095).
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